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RESUMO 
Esta tese demonstra o desenvolvimento de novas metodologias instrumentais como: 
espectroscopias no infravermelho próximo e médio, de fluorescência molecular e voltametria 
de pulso diferencial, combinadas a técnicas de classificação multivariada e seleção de 
variáveis, aplicadas a sistema biológico como tecido, larvas de mosca e plasma sanguíneo. 
Em um primeiro estudo, a espectroscopia NIR foi utilizada para obtenção de espectros de 
crânio de rato saudáveis e com defeito crítico. Modelos multivariados de classificação foram 
construídos, visando uma metodologia alternativa para estimar a taxa de sucesso do reparo 
ósseo através dos tratamentos com laser de baixa intensidade e colágeno. Os algoritmos PCA-
LDA, SPA-LDA e GA-LDA foram aplicados como ferramentas de classificação e seus 
desempenhos comparados. De maneira geral, os modelos foram capazes de classificar o grupo 
controle dos demais mostrando eficiência na avaliação da cicatrização de feridas em defeito 
craniano de rato. Em um segundo estudo, a espectroscopia ATR-FTIR foi utilizada para 
obtenção de espectros de plasmas sanguíneos de idosos saudáveis e portadores de sarcopenia. 
Modelos multivariados de classificação foram construídos, visando uma metodologia de 
diagnóstico para triagem de idosos sarcopênicos. Os algoritmos PCA-LDA, SPA-LDA e GA-
LDA foram aplicados como ferramentas de classificação e seus desempenhos comparados. De 
maneira geral, os resultados obtidos através do algoritmo de seleção de variáveis SPA-LDA e 
GA-LDA foram os mais satisfatórios alcançando sensibilidade de 86,7%, pois puderam ser 
relacionadas a grupos funcionais pertencentes a diferentes biomoléculas e possíveis 
biomarcadores. Em um terceiro estudo, a voltametria de pulso diferencial e matrizes de 
excitação/emissão de fluorescência molecular foram obtidas para extratos de larvas de mosca 
controle e contendo o fármaco flunitrazepam. Foi avaliado o desempenho dos algoritmos de 
classificação com métodos de seleção de variáveis e funções discriminante linear 
(sensibilidade de 90%) e quadrática (sensibilidade de 100%) para os voltamogramas e o 
algoritmo 2D-LDA (sensibilidade de 100%) comparado ao PARAFAC-LDA (sensibilidade 
de 40%) para classificação entre os grupos investigado. Os resultados sugerem que métodos 
espectroscópicos e eletroquímicos somados à análise multivariada são capazes de minerar 
informações relevantes a cerca do entendimento da dinâmica biológica de diversos 
organismos, como também contribuir com o sistema de saúde pública na identificação de 
sarcopenia em idosos e classificar insetos contendo drogas. 
 
Palavras-chave: Fluorescência. FT-IR. NIR. Sarcopenia. Voltametria. Entomotoxicologia. 
Análise Multivariada. 
ABSTRACT 
This thesis demonstrates the development of new instrumental methodologies such as: near 
and medium infrared spectroscopy, molecular fluorescence and differential pulse 
voltammetry, combined with multivariate classification and variable selection techniques 
applied to biological system such as tissue, fly larvae and blood plasma. In a first study, NIR 
spectroscopy was used to obtain healthy and critically defective rat skull spectra. Multivariate 
classification models were constructed, aiming at an alternative methodology to estimate the 
success rate of bone repair through low intensity laser and collagen treatments. The 
algorithms PCA-LDA, SPA-LDA and GA-LDA were applied as classification tools and their 
comparative performances. In general, the models were able to classify the control group of 
the others showing efficiency in the evaluation of wound healing in rat cranial defect. In a 
second study, ATR-FTIR spectroscopy was used to obtain blood plasma spectra of healthy 
elderly patients with sarcopenia. Multivariate classification models were constructed, aiming 
at a diagnostic methodology for screening of sarcopenic elderly. The algorithms PCA-LDA, 
SPA-LDA and GA-LDA were applied as classification tools and their comparative 
performances. In general, the results obtained through the SPA-LDA and GA-LDA variable 
selection algorithm were the most satisfactory, achieving sensitivity of 86.7%, since they 
could be related to functional groups belonging to different biomolecules and possible 
biomarkers. In a third study, differential pulse voltammetry and molecular fluorescence 
excitation / emission matrices were obtained for extracts of control fly larvae and containing 
the drug flunitrazepam. The performance of classification algorithms was evaluated using 
linear discriminant (90% sensitivity) and quadratic (100% sensitivity) methods for the 
voltamograms and the 2D-LDA algorithm (sensitivity of 100%) compared to PARAFAC -
LDA (sensitivity of 40%) for classification between the groups investigated. The results 
suggest that spectroscopic and electrochemical methods added to the multivariate analysis are 
capable of mining relevant information about the understanding of the biological dynamics of 
several organisms, as well as contributing to the public health system in the identification of 
sarcopenia in the elderly and classify insects with drugs. 
 
 
Keywords: Fluorescence. ATR-FTIR. NIR. Sarcopenia. Voltammetry. Entomotoxicology. 
Multivariate analysis. 
 
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
ATR  reflectância total atenuada (do inglês, attenuated total reflection) 
GC  cromatografia gasosa (do inglês, gas-chromatography) 
 
DA  análise discriminante (do inglês, discriminant analysis) 
DPV  voltametria de pulso diferencial (do inglês, differential pulse voltammetry) 
 
EEM  matriz de excitação/emissão (do inglês, excitation/emission matrix)  
FT  transformada de Fourier (do inglês, Fourier transform)  
GA  algoritmo genético (do inglês, genetic algorithm) 
IR  infravermelho (do inglês, infrared) 
LC  cromatografia líquida (do inglês, liquid-chromatography)  
LDA  análise discriminante linear (do inglês, linear discriminant analysis) 
MALDI  ionização e dessorção a laser assistida por matriz (do inglês, Matrix 
Assisted Laser Desorption/Ionization) 
MIR  infravermelho médio (do inglês, mid-infrared) 
MS  Espectrometria de massas (do inglês, mass spectrometry) 
NIR  infravermelho próximo (do inglês, near-infrared) 
PARAFAC  análise de fatores paralelos (do inglês, parallel factor analysis) 
QDA  análise discriminante quadrática (do inglês, quadratic discriminant analysis) 
 
PC  componente principal (do inglês, principal component) 
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1 Organização da tese 
 A presente tese é apresentada em capítulos referentes aos trabalhos como primeiro 
autor, que relatam estudos focados no tema central desenvolvido com colaboradores do 
centro de biociências da UFRN. Ainda, nos apêndices são apresentados trabalhos 
realizados através de diferentes colaborações que ocorreram durante o período de 
doutoramento.  
 Capítulo 2 - Evaluation of the bony repair in rat cranial defect using near 
infrared reflectance spectroscopy and discriminant analysis
Biotechnology Progress, DOI: 10.1002/btpr.2476) - relata uma aplicação de infravermelho 
próximo e algoritmos de classificação multivariada como PCA-LDA, SPA-LDA e GA-
LDA para avaliar a taxa de recuperação óssea em crânio de rato e também como uma 
metodologia auxiliar ao método padrão que é o raio-X  
 Capítulo 3 - Ferramenta de triagem para sarcopenia em idosos: uma abordagem 
bioespectroscópica. (manuscrito em fase de escrita) - relata uma aplicação de 
espectroscopia no infravermelho e análise discriminante multivariada para rastreamento de 
sarcopenia em idosos utilizando o plasma sanguíneo. Trata-se de uma metodologia 
inovadora para a área da fisioterapia.  
 Capítulo 4 - Identification using classification analysis of flunitrazepam in 
necrophagous larvae via differential pulse voltammetry and fluorescence excitation-
emission matrix (EEM) spectroscopy submetido à revista Journal of the 
Brasilian Chemical Society) - relata uma aplicação de voltametria de pulso diferencial e 
fluorescência molecular em conjunto com análise multivariada para classificação de 
moscas necrófagas contendo o fármaco flunitrazepam, com enfoque na área de 
entomotoxicologia forense. 
 Capítulo 5 - Conclusões e Perspectivas - apresenta de forma resumida os 
principais resultados alcançados dentre os estudos, sua concordância com os objetivos 
propostos e a relevância para o cada subtema abordado, além de perspectivas para 
trabalhos futuros. 
 Apêndice A - Near infrared spectroscopy as an emerging tool for forensic 
entomotoxicology 10.1255/nirn.1489) - relata 
uma nova aplicação do uso do infravermelho próximo com métodos de seleção de 
variáveis para classificar contaminação de moscas por drogas.  
 Apêndice B - 
Analytical Methods DOI: 10.1039/c5ay02342d)  Aplicação da espectroscopia ATR-FTIR 
em larvas de mosca para identificação de flunitrazepam, como uma nova metodologia para 
a área de perícia.  
 Apêndice C - MCR-ALS and PLS coupled to NIR/MIR spectroscopies for 
quantification and identification of adulterant in biodiesel-diesel blends
periódico Fuel, DOI: 10.1016/j.fuel.2017.08.072) - retrata a aplicação de espectroscopia 
NIR/MIR para a quantificação e identificação de adulterantes em misturas de diesel-
biodiesel utilizando de regressão como PLS e MCR-ALS. 
 
2 Introdução 
Historicamente, o entendimento sobre a biologia humana tem apresentado 
escassez de data e conteúdo informativo tornando rudimentar e incompleta a compreensão 
de processos biológicos complexos e análise de sistemas. A complexidade e variabilidade 
em nível celular, individual e populacional têm sido constantemente restringidas pela falta 
de tecnologias adequadas. Além disso, nossa compreensão da natureza dinâmica do 
metabolismo e da fisiologia humana como função do tempo, variando de minutos a anos, 
também é extremamente limitada.  Isso se deve ao fato de haver substancial complexidade 
e variabilidade entre indivíduos e populações [1]. O ser humano apresenta cerca de 210 
tipos celulares diferentes, 35 mil genes, 10 milhões de proteínas, entre 2 e 3 mil 
metabólitos[1,2]. Cada célula humana produz aproximadamente 95 trilhões de moléculas, 
60 bilhões de proteínas, 2 trilhões de lipídeos, 60 bilhões de RNA [2]. Cada indivíduo 
produz informações bioquímicas particulares que podem ser influenciadas por fatores 
genéticos, ambientais e até culturais, tornando ainda mais árduo o entendimento da 
biologia destes animais [3] ilustrado pela Figura 1. Desta forma, informações acerca da 
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biologia humana requerem atenção, uma vez que remetem a individualidade e 
complexidade do ser humano. 
 
Figura 1: Descrição da complexidade e fatores que influenciam a dinâmica molecular 
humana. 
 
Fonte: Adaptado da referência [4] 
 
 Na tentativa de desvendar a complexidade e variabilidade humana, plataformas 
de conhecimento biológico foram e estão sendo desenvolvidas para análise de genoma [5] 
proteoma [6] e metaboloma [7] de matrizes biológicas complexas. Porém, tais plataformas 
geram conjuntos de dados maciços, analisados com tecnologias de ponta da bioinformática 
[3,5]. Além disso, as metodologias aplicadas para o sequenciamento e análise do genoma, 
identificação de todas as proteínas produzidas pelas células, de todos os metabólitos 
produzidos pelo corpo, bem como a correlação entre todas estas informações apresentam 
alto custo, requerem treinamento substancial para realização e, especialmente, análise dos 
dados produzidos [5,7,8]. 
As análises de sequenciamento de genoma empregaram tecnologias como o 
sequenciamento BAC-based, onde o genoma é fragmentado e posteriormente clonado no 
interior de bactérias para posterior análise em sequenciadores automatizados [5,8]. A 
plataforma proteômica conta com a realização de técnicas como Espectrometria de Massas, 
Captura Proteica por Anticorpos e análise de dados por ferramentas de bioinformática 
[9,10]. Já as análises metabolômicas são realizadas com a utilização de Espectrometria de 
ressonância magnética nuclear, espectroscopia do infravermelho com Transformada de 
Fourier (FTIR), Espectroscopia de massa acoplada com técnicas de separação, como 
cromatografia gasosa, cromatografia líquida em camada delgada [7].  
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Apesar da especificidade e sensibilidade elevadas das técnicas aplicadas na 
análise genômica, proteômica e metabolômica, o custo para realização e manutenção dos 
laboratórios, bem como do treinamento de indivíduos é substancial e acabam sendo 
limitadores quando aplicados a grande volumes de análise. Além disso, metodologias mais 
simples de análise e manutenção dos conjuntos de dados extraídos destas plataformas são 
necessárias para facilitar a compreensão das informações produzidas.  
O avanço tecnológico tanto de hardwares quanto de softwares tem impulsionado 
fortemente às ciências, no qual a química tem sido amplamente beneficiada, 
principalmente no tocante à química analítica. A instrumentação analítica de alta precisão 
como LC-MS, CG-MS, MALDI TOF dentre outros tem sido importante aliada da biologia, 
ciências de materiais, medicina, ciências farmacêuticas dentro várias outras incapaz de 
serem totalmente mencionadas [6,7]. No entanto, essas instrumentações não estão 
facilmente à disposição em todas as realidades, principalmente em países 
subdesenvolvidos.  
 As espectroscopias no infravermelho e de fluorescência molecular, assim como 
técnicas eletroquímicas como a voltametria de pulso diferencial, de forma crescente vêm se 
inserindo em contextos biológicos, uma vez que permitem a obtenção de informação 
química sobre um grande e variado número de moléculas envolvidas direta ou 
indiretamente em processos biológicos [11,12]. As instrumentações espectroscópicas e 
eletroquímicas são potenciais ferramentas para serem utilizadas na identificação de drogas 
em humanos e insetos, avaliar a capacidade de recuperação de tecido biológico, na 
identificação de doenças, especialmente no que diz respeito a métodos de rastreamento. As 
vantagens dessas técnicas são rapidez e simplicidade na aquisição de dados, mínima ou 
nenhum processamento de amostra e baixo custo de materiais e equipamentos. Porém, tais 
técnicas geram dados de alta complexidade e baixa especificidade, especialmente quando 
se analisa amostras biológicas reais dadas à complexidade intrínseca presente neste tipo de 
matriz e o fato de que inúmeros interferentes (presença de moléculas irrelevantes à 
investigação) estão gerando sinais simultaneamente com os analito alvo. Desta forma, 
ferramentas computacionais multivariadas são de extrema importância para o sucesso 
dessas metodologias [13].  
 As ferramentas computacionais são capazes de filtrar as informações químicas 
pertinentes ao sistema em estudo, minimizando a influência de interferentes físicos e 
informações desnecessárias para o entendimento do sistema investigado. Com o propósito 
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de estudar sistemas biológicos, por exemplo, diversos algoritmos podem ser utilizados 
tanto para pré-processamento de dados quanto para classificação de amostras em grupos 
que representem ausência ou presença de biomarcadores e que possam estar associados a 
uma patologia [14], a presença de uma droga ilícita, ao aumento, diminuição ou alteração 
de biomoléculas importantes ao metabolismo animal ou vegetal. Alguns dos algoritmos 
mais frequentemente utilizados para dados de 1° ordem incluem o método de redução de 
dimensionalidade (PCA) e seleção de variáveis (SPA e GA) e para métodos de 2° ordem o 
PARAFAC e 2D associados a classificadores como LDA, QDA ou SVM. Na Figura 2 
podemos observar a interdependência entre os sistemas biológicos, a instrumentação 
analítica e métodos quimiométricos que serve como força motriz para o desenvolvimento 
de novas pesquisas de caráter multidisciplinar capazes de dar um olhar diferente para áreas 
e problemas engessados no tempo. 
   
Figura 2: Representação da interação entre biologia, tecnologia e computação aplicada a geração 
de novos conhecimentos. 
 
Fonte: Adaptado da referência [4] 
 
Desta forma, as técnicas espectroscópica e eletroquímica associadas à análise 
multivariada são ferramentas fortemente capazes de fornecer informações relevantes a 
cerca do entendimento e comportamento de sistemas biológicos complexos e capazes de 
atuar como alternativa de fácil implementação e baixo custo. Sendo assim, contribuindo 
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para uma aproximação das ciências químicas e biológicas e favorecendo o 
desenvolvimento e criação de novos métodos multidisciplinar.  
 
2.1 Técnicas Instrumentais 
2.1.1 Espectroscopia no infravermelho próximo (NIR) 
A primeira faixa do espectro não visível a ser descoberta foi à região do NIR, 
porém sua utilização como fonte de informação analítica só ocorreu muito tempo depois 
sendo utilizada inicialmente em pesquisas na área de alimentos, no qual na década após os 
anos 1980 os números de publicações cresceram de 255 para 1000 [11]. A radiação 
infravermelha compreende a faixa de 780 a 100000 nm. O espectro do infravermelho é 
dividido em infravermelho próximo (NearInfraRed  NIR), infravermelho médio 
(MiddleInfrared  MIR) e infravermelho distante (FAR Infrared  FAR). A Tabela 1 abaixo 
apresenta os limites aproximados para cada região. 
 
Tabela 1  regiões espectrais do infravermelho 
Região 
Intervalos em números de 
ondas (cm-1) 
Intervalo em comprimento de 
 
Próximo (NIR) 12800  4000 780  2500 
Médio (MID) 4000  200 2500  5000 
Distante (FAR) 200  10 5000  10000 
Fonte: Referência [15] 
 
Na região NIR, as ocorrências espectrais correspondem aos sinais de absorção, 
transmitância e também reflectância, que estão relacionados aos sobretons e combinações 
de transições fundamentais que ocorrem na região do MIR. As ligações envolvidas nas 
transições vibracionais ativas no NIR são tipicamente C R, N H e O H presentes 
majoritariamente nas estruturas de carboidratos, lipídios, ácidos nucleicos, proteínas dentre 
outras estruturas biologicamente ativas nos organismos vivos, o que torna sua aplicação 
nas ciências biológicas bastante interessantes e ricas de informações. O alcance da radiação 
infravermelha ocorre em todas as direções da superfície da amostra em contato com a 
sonda de fibra ótica responsável por propagar o fluxo de energia da fonte à amostra. O 
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processo de dispersão é predominante quando os materiais são fracamente absorventes e 
quando a penetração da radiação é grande em relação ao comprimento de onda incidente, 
facilitando a obtenção de sinais a partir de amostras sólidas sem necessidade de alterações 
físicas ou tratamento químico do material. 
Os mecanismos de medida na região do infravermelho próximo se classificam de 
acordo com o tipo de interação da radiação com a amostra, sendo os principais o modo de 
transmitância, reflectância e reflectância difusa. Os espectros, embora semelhantes na 
aparência, não são idênticos aos espectros de absorção correspondentes, pois carregam 
tanto informação química quanto física. O mais utilizado para análise de amostras sólidas é 
o modo de reflectância difusa, onde a radiação reflete de forma aleatória ao entrar em 
contato com a amostra, apresentando eficiência na obtenção de dados espectrais capazes de 
fornecer informações qualitativas e quantitativas a cerca da amostra, tornando-se uma 
ferramenta analítica muito útil para investigação de diversos tipos de sólidos, 
principalmente tecidos biológicos, como mostrada na Figura 3. 
 
Figura 3: Representação do espectrômetro FT-NIR (A) e obtenção de espectro por Reflectância 
difusa em crânio de rato (B).  
 
Fonte: Autor 
 
 Naturalmente, os átomos envolvidos em ligações químicas apresentam um 
movimento espontâneo, ou seja, eles não estão fixos e estáticos, uma vez que estão 
continuamente desenvolvendo movimentos vibracionais e rotacionais em torno de um eixo, 
ou átomo central que pode ser relacionado de forma proporcional à energia envolvida no 
processo. Basicamente, tais movimentos podem ser classificados como estiramentos ou 
deformações angulares, podendo, ambos, serem simétricos ou assimétricos [16]. Os 
estiramentos são vibrações que ocorrem ao longo do eixo da ligação química entre átomos, 
A B 
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e por consequência ocorre o alongamento ou encurtamento da ligação. Esse movimento é 
considerado simétrico quando os átomos se afastam e se aproximam do átomo central ao 
mesmo tempo, ou assimétrico, quando à medida que um átomo vibrante se afasta, o outro 
se aproxima do átomo central. Por outro lado, as vibrações por deformação angular 
consistem em movimentos que um átomo realiza e alteram o ângulo de ligação entre três 
átomos. 
 No clássico modelo do oscilador harmônico, a energia potencial (U) de uma 
vibração será função do afastamento dos átomos. Apesar de útil para o entendimento do 
conceito de energia vibracional, esse modelo apresenta uma limitação quando são 
considerados sistemas microscópicos, como no caso das moléculas, pelo fato de que tais 
sistemas não assumem perfis contínuos de energia, como seria previsto por esse modelo 
clássico. De acordo com a mecânica quântica, tais sistemas moleculares só podem assumir 
níveis discretos de energia [15,16]. 
 De acordo com esse modelo quântico/harmônico, as transições entre os diferentes 
energia entre os níveis é sempre a mesma. Para que uma molécula absorva energia e, 
consequentemente, seja promovida até um nível vibracional excitado, a radiação incidente 
deve corresponder exatamente à diferença entre os dois níveis energéticos adjacentes [16]. 
  
Figura 4  Representação esquemática dos modelos Harmônico (A) e Anarmônico (B) para a energia 
potencial de uma molécula diatômica.  
 
Fonte: Referência [12]  
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 Podemos ainda observar outro fator importante do modelo harmônico, para esse 
modelo as vibrações são independentes entre si, dessa forma as bandas de combinação NIR 
não poderiam existir, portanto não deveriam ser observadas [12]. Todavia, tanto as bandas 
de combinação quanto os sobretons existem de fato e são experimentalmente visualizados. 
A anarmonicidade também pode estar presente nas propriedades elétricas das moléculas. 
Especificamente, isso irá afetar no momento de dipolo, que em um modelo anarmônico, 
não tem dependência linear com a distância interatômica. Esse tipo de anarmonicidade 
pode fornecer caminhos para ocorrência de sobretons e bandas de combinação, mesmo se 
nenhum desvio mecânico do modelo harmônico for observado no sistema em questão, 
tornando os espectros NIR ainda mais complexos. 
 A literatura atual demonstra a evolução e versatilidade da espectroscopia NIR 
quando aplicada na resolução de inúmeros problemas da indústria e centros de pesquisa. 
Estudos em sistemas aquáticos têm sido reportados explorando mudanças espectrais 
relacionadas aos rearranjos moleculares da água causados por pequenas mudanças nos 
solutos dos sistemas aquosos, fornacendo uma alternativa rápida e precisa para medidas 
analíticas clássicas de sacarídeos, mesmo em níveis de concentração milimolar [17]. O 
combate à adulteração de alimentos também tem usufruído do potencial do FT-NIRS 
combinado com métodos multivariados no qual foi desenvolvida uma nova ferramenta 
alternativa para a determinação rápida da adulteração de leite de vaca em amostras de leite 
de camelo [18]. As ciências forenses tem sido uma grande demandante da evolução dessa 
ferramenta analítica, em que novas ferramentas de triagem são cada vez mais necessárias 
para a detecção precoce de drogas ilícitas em produtos falsificados [19].  
 A espectroscopia de infravermelho próximo, seguida de quimiometria, demonstrou 
ser uma ferramenta útil para a caracterização multiparamétrica de matrizes complexas.  Na 
medicina, também chamada técnicas foto-médicas, o uso de fontes de excitação de 
infravermelho próximo (NIR) em nanopartículas ativada por NIR pode oferecer penetração 
de luz mais profunda melhorando os tratamentos e a biodetecção dentro de volumes de 
tecido mais altos e com menos efeitos colaterais (por exemplo, superaquecimento) podem 
ser implementados com sucesso no tratamento de tumores cancerígenos [20].  
 Como todas as metodologias, a espectroscopia NIR apresenta vantagens e 
desvantagens do ponto de vista analítico. Os aspectos positivos ficam por conta de ser uma 
técnica não destrutiva, o tratamento da amostra é mínimo, diminuindo assim a presença de 
interferentes químicos, quando comparada com outras técnicas possui rápida aquisição 
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espectral minimizando tempo de análise, pode ser considerada uma técnica não invasiva 
com custo relativamente baixo, pois não há necessidade de reagentes. A complexidade do 
espectro NIR, a baixa seletividade na detecção de componentes minoritários, a 
dependência de ferramentas computacionais para retirada de ruídos indesejáveis e correção 
de linha base são algumas limitações instrumentais dessa ferramenta.  
 A tecnologia NIR tem sido há mais de quatro décadas, capaz de incorporar todos os 
benefícios trazidos pela evolução de campos correlatos, como Quimiometria, novos 
materiais para componentes ópticos, novos sensores e matrizes de sensores, 
microcomputadores e microeletrônicos. Sem dúvida, o NIR apresenta alta capacidade de 
incorporar rapidamente os avanços nos campos correlacionados garantindo um campo 
extenso e frutífero para pesquisa e desenvolvimento [11]. 
 
2.1.2 Espectroscopia no infravermelho médio (MIR) 
 A espectroscopia no infravermelho médio (MIR) é uma técnica vibracional 
amplamente conhecida e explorada em nível de pesquisa científica quanto em processos 
industriais. A espectroscopia estuda o comportamento de determinados compostos frente à 
radiação [21], e sua aplicação tem sido avaliada como uma forte tecnologia para pesquisas 
na área biológica [22,23], onde é conhecida como bioespectroscopia. A faixa do 
infravermelho médio (MIR) apresenta uma melhor resolução quando comparada a outras 
regiões do espectro, uma vez que pode ser diretamente relacionada com grupos funcionais 
moleculares [24].  
 A região do MIR compreende a faixa entre 400 cm-1 e 4000 cm-1 do espectro 
eletromagnético e essa radiação são absorvidos por biomoléculas [25,26]. Por ser uma 
técnica fortemente versátil, diversas informações químicas valiosas acerca de composição, 
estrutura e conformação de moléculas podem ser extraída da composição espectral. Cada 
molécula apresenta um espectro único e característico, em função de sua composição e 
estrutura química.  
Além de análises qualitativas, a espectroscopia no infravermelho também permite 
que medidas quantitativas sejam realizadas, levando em consideração a fração da radiação 
incidente que foi absorvida pela amostra, através da bem estabelecida lei de Beer [23,24]. 
Atualmente, os espectrofotômetros de infravermelho são, em sua grande maioria, 
equipados com um sistema óptico (interferômetro de Michelson) que, associado a 
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transformações matemáticas conhecidas como Transformada de Fourier (FT), permitem de 
forma rápida a obtenção de espectros com alta relação sinal/ruído e alta resolução. 
 A reflectância total atenuada (ATR) associada à espectroscopia no infravermelho 
por transformada de Fourier, ATR-FTIR, vem crescendo consideravelmente nas principais 
investigações na região do infravermelho médio. Isso se deve ao fato de que para amostras 
sólidas e líquidas, incluindo tecidos, células, fluidos biológicos, insetos no qual o modo 
ATR contorna os diversos inconvenientes das análises por infravermelho, no qual podemos 
citar a preparação de amostras e a reprodutibilidade espectral.  
O modo de aquisição por ATR permite obter espectros de forma estável, robusta, não 
destrutiva e com mínima ou nenhuma preparação de amostras, uma vez que estas podem 
ser posicionadas diretamente sobre o cristal de ATR, estando à amostra viva ou não e então 
a medida é realizada. A reflectância total é um caso especial de reflexão de uma onda 
eletromagnética em uma interface entre dois meios. 
 
Figura 5: Representação do espectrômetro ATR FT-IR destacando a interação entre a 
radiação e a amostra posicionada no cristal de reflectância total atenuada. 
 
Fonte: Autor 
 
 
 O princípio da espectroscopia ATR-FTIR ocorre através da incidência da radiação 
infravermelha sob um ângulo específico e um meio de reflectância interna opticamente 
um meio mais denso opticamente, criando uma onda evanescente que se estende para além 
da superfície do cristal e pode interagir com as amostras colocadas na interface, 
permitindo, então, medidas de absorção.  
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Essa onda evanescente se sobressai apenas alguns microns (0.5  5 ) transpassando 
o cristal, portanto, a amostra deve estar perfeitamente fixa na superfície do cristal. Nas 
regiões do infravermelho onde a amostra absorve energia, a onda evanescente será 
atenuada ou alterada, e isto será medido pelo detector, gerando um espectro de 
infravermelho. 
A faixa do espectro do MIR entre 900 cm-1 a 1800cm-1 é conhecida como impressão 
digital biológica [23], pois é nesta faixa onde pode-se encontrar informações referentes a 
biomoléculas como lipídeos (1750 cm-1), carboidratos (1155 cm-1), proteínas (amida I -
1650 cm-1, amida II, 1550 cm-1, amida III, 1260 cm-1), DNA/RNA (1225 cm-1, 1080 cm-1) 
[23 25]. A espectroscopia do infravermelho com reflexão total atenuada utilizando 
transformada de Fourier (ATR-FTIR) foi identificada como uma forma de se coletar e 
analisar eficientemente espectros de amostras biológicas [23,21] utilizando informações 
vibracionais de biomoléculas como demonstrada na Figura 6. 
 
Figura 6: Representação da região de impressão digital biológico destacando as macromoléculas 
de maior importância biológica e suas respectivas regiões de absorção no infravermelho médio. 
 
Fonte: Adaptado referência [27] 
 
A bioespectroscopia através da utilização do FTIR tem permitido a identificação 
eficiente de biomoléculas [28], a análise quantitativa de proteínas [29], identificação e 
diferenciação de infecções virais [30,21], fúngicas [31] e bacterianas [32,33]. 
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2.1.3 Fluorescência Molecular 
 A espectroscopia de fluorescência molecular se baseia na propriedade de emissão 
de luz que certas moléculas apresentam quando são excitadas por uma radiação luminosa 
incidente. Essas moléculas capazes de fluorescer são chamadas de fluoróforos, e podem ser 
detectadas, em mínima quantidade, contra um fundo preto (com ausência de luz de fundo) 
e uma relação alto sinal e baixo ruido otimizada [34].  
 A fluorescência é um processo consideravelmente seletivo, pois para alcançar o 
estado de fluorescência alguns requisitos moleculares devem ser contemplados, 
aumentando a probabilidade de haver emissão pela molécula [35].  Moléculas aromáticas, 
com alta rígidez, planares e que contêm duplas ligações conjugadas, possuem a habilidade 
de emitir radiação na forma de luz, um fenômeno conhecido como luminescência. Para que 
a luminescência ocorra às moléculas devem estar em seu estado fundamental (de mais 
baixa energia) então com a absorção de energia elas vão para seu estado eletronicamente 
excitado [27]. Após a absorção, a radiação na região do ultravioleta (acima de 200 nm) e 
visível do espectro eletromagnético leva a transições eletrônicas entre os elétrons não 
ligantes (elétron  n   
moléculas excitadas podem retornar ao seu estado fundamental emitindo parte da energia 
(regra de Stokes) que foi absorvida na forma de luz [36].  
 Dependendo da natureza do estado excitado, podemos dividir a fotoluminescência 
em fluorescência e fosforescência. Se no estado excitado o elétron envolvido na transição 
mantém a sua orientação de spin no orbital excitado, continuando emparelhado com o 
segundo elétron que está no orbital do estado fundamental, tem-se o estado excitado 
singleto, o que caracteriza a fluorescência. Já se o elétron no estado excitado inverte a sua 
orientação de spin, tem-se o estado excitado tripleto que caracteriza a fosforescência. O 
diagrama de Jablonski (Figura 7) demonstra de forma simples os possíveis processos: 
absorção de fótons, conversão interna, fluorescência, cruzamento inter sistema, 
fosforescência, fluorescência com retardo e transições tripleto-tripleto [36,37]. 
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Figura 7: Diagrama de Jablonsky representando os estados possíveis de transição eletrônica.  
 
Fonte: Adaptado da referência [35] 
 
 Nesse diagrama, processos de desativação podem ser observados, são eles: 
-Conversão interna  é uma transição nao-radiativa entre dois estados eletrônicos de 
mesma multiplicidade de spin. Em solução, este processo é seguido por uma relaxação 
vibracional para o nível vibracional mais baixo do estado eletrônico final. O excesso de 
energia vibracional pode inclusive ser transferido para o solvente durante colisões da 
molécula excitada com as moléculas do solvente na sua vizinhança [27]. 
- Fluorescência  
fluorescência. Deve ser enfatizado que, apesar de algumas exceções, a emissão de 
fluorescência ocorre a partir de S1 e suas características (exceto polarização) não 
dependem do comprimento de onda de excitação (considerando que somente exista uma 
espécie no estado fundamental). O espectro de fluorescência é localizado em 
comprimentos de onda maiores (energia mais baixa) que o espectro de absorção, por causa 
da perda de energia no estado excitado devido à relaxação vibracional [27,36]. De acordo 
com a regra de Stokes, o comprimento de onda de emissão de fluorescência deve ser 
sempre maior que o da absorção. Entretanto, na maioria dos casos, o espectro de absorção 
intercepta parcialmente o espectro de fluorescência, isto é, uma fração de luz é emitida em 
comprimento de onda menor que a luz absorvida. Tal observação parece estar, em um 
primeiro momento, em contradição com o principio da conservação da energia. No 
entanto, isto pode ser explicado pelo fato de que em temperatura ambiente uma pequena 
fração de moléculas esta em um nível vibracional maior que o nível 0 tanto no estado 
fundamental como no estado excitado. 
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- Cruzamento intersistema  é uma desativação não radiativa entre dois níveis vibracionais 
isoenergéticos pertencentes a estados eletrônicos de multiplicidades diferentes. Por 
exemplo, uma molécula excitada no nível vibracional 0 do estado S1 pode mover-se para o 
nível vibracional isoenergético do estado tripleto. 
- Tripleto-tripleto  Quando uma molécula está excitada e alcança o estado tripleto T1, ela 
pode absorver outro fóton em um comprimento de onda diferente, porque transições 
tripleto-tripleto são permitidas pelo spin. Estas transições podem ser observadas quando a 
população de moléculas no estado tripleto é grande o suficiente, o que pode ser conseguido 
pela iluminação com um pulso intenso de luz [27,36,37]. 
 O instrumento capaz de gerar um espectro de fluorescência é o espectrofluorímetro. 
Nesses instrumentos a fonte de luz é geralmente uma lâmpada de xenônio de alta pressão, 
que oferece a vantagem de emissão continua do ultravioleta até o infravermelho. Dois 
monocromadores são usados para selecionar comprimentos de onda de excitação. Um dos 
monocromadores é direcionada em um angulo reto em relação ao feixe incidente de  modo 
a capturar a fluorescência emitida nessa direção. Varreduras automáticas dos 
comprimentos de onda são realizadas por monocromadores motorizados, que são 
controlados por dispositivos eletrônicos e pelo computador, no qual os dados são 
armazenados. Esse sistema de aquisição de dados facilitou a obtenção de uma matriz de 
excitação-emissão (EEM), em que se obtêm os espectros de excitação e de emissão de uma 
amostra. Esses espectros são produzidos pela variação do comprimento de onda de emissão 
e varrendo-se um intervalo de excitação [35]. Alguns fatores influenciam diretamente a 
qualidade da matriz de excitação-emissão obtida, sendo a concentração uma das principais. 
É recomendado que as amostras analisadas suficientemente diluídas (apresentem 
absorbância de até 0.05), principalmente nos casos de compostos altamente fluorescentes, 
possibilitando uma relação linear entre a concentração e o sinal obtido. Outros fenômenos 
como o efeito do filtro interno (inner filter effect), a supressão de fluorescência 
(quenching), a presença de espalhamento Rayleigh e bandas de difração de segunda ordem 
geradas pela grade de difração ocorrem com frequência podendo levar a medidas incorretas 
[38]. 
 Avanços na espectroscopia de fluorescência tem fornecido uma alternativa às 
abordagens tradicionais para caracterizar a matéria orgânica dissolvida em ambientes 
aquáticos, permitindo uma caracterização rápida e precisa [39]. Em sistemas biológicos, a 
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observação de múltiplos emissores de fluorescência é comum, possibilitando a aplicação 
dessa ferramenta de maneira muito efetiva em diversas áreas. A evolução em hardware, 
software e marcadores fluorescentes continua a abrir novas perspectivas para aplicações. 
Exemplos como controle de qualidade das proteínas do ovo [40], na investigação da 
hidratação de regiões de dehalogenases funcional com base na incorporação in vivo de 
aminoácidos não naturais fluorescentes e sua análise por espectroscopia de fluorescência 
em estado estacionário [41]. A sensibilidade dessa técnica permite até mesmo visualizar 
alterações a nível celular capazes de desmascarar doenças e desenvolver métodos efetivos 
para o rastreamento do câncer [42]. 
 
2.1.4 Voltametria de Pulso Diferencial 
 As técnicas voltamétricas correspondem a um conjunto de métodos eletroanalíticos 
capazes de obter informações sobre um determinado analito a partir da intensidade de 
corrente obtida sob um potencial aplicado. Esta técnica usa basicamente três eletrodos 
sendo um eletrodo de trabalho, um eletrodo de referência e o eletrodo auxiliar. As 
medições das intensidades de corrente são realizadas entre os eletrodos de trabalho e 
auxiliar e o potencial aplicado é medido entre os eletrodos de trabalho e de referência. O 
uso de eletrólitos de suporte é necessário, no qual consiste em um sal de metal, que reduz 
os efeitos de migração de carga e diminui a resistência da solução [43]. 
 Durante a eletrólise, nos processos redox que ocorrem na interface eletrodo-solução 
acontece transferência de massa (migração de espécie da solução para a interface eletrodo-
superfície) e transferência de carga (transferência de elétrons na superfície do eletrodo, que 
ocorre numa região de interface eletrodo-solução, chamada de dupla camada elétrica) 
[43,44]. O transporte de massa pode ocorrer por migração, convecção ou por difusão. No 
processo de migração o movimento de íons através da solução é causado pela atração ou 
repulsão entre as espécies iônicas em solução e o eletrodo de trabalho. Na convecção 
ocorre a movimentação das espécies causadas por perturbação mecânica do fluxo da 
solução. E por difusão há movimentação espontânea das espécies química devido à 
formação de um gradiente de concentração do analito. Os processos de migração são 
minimizados quando utilizamos um excesso de eletrólito suporte capaz de impedir à 
formação de um gradiente de cargas. Desse modo, o transporte de massa em voltametria é 
realizado basicamente por difusão [43,44]. 
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 As técnicas de voltametria de pulso são amplamente adotadas em eletroanálise 
objetivando determinar espécies eletroativas, alcançando elevadas sensibilidades, 
particularmente na presença de oxigênio dissolvido que podem gerar correntes com ruídos 
de fundo. Nesta técnica, a corrente capacitiva é proporcional a e-t/RC, onde t é o tempo, R a 
resistência da solução e C a capacitância da dupla camada elétrica e a corrente faradaica é 
aproximadamente proporcional a t-1/2. Após a aplicação do pulso de potencial, o 
decaimento da corrente capacitiva é muito mais rápido que o da corrente faradaica, assim 
as medidas de corrente somente são realizadas após a contribuição da corrente capacitiva 
ter sido minimizada [45]. Por causa do seu desempenho, as técnicas modernas de pulso têm 
substituído à polarografia ou voltametria clássica na rotina dos laboratórios de química 
analítica.  
 A voltametria de pulso diferencial (DPV) é uma técnica extremamente útil para 
determinar traços de matéria orgânica e inorgânica em solução. Na PDV, pulsos de 
potencial de igual amplitude são aplicados sobre uma rampa linear ou escada de potencial 
em intervalos de tempo e a corrente I1 é medida antes do pulso ser aplicado (S1) e logo no 
final do pulso (S2) é medido a corrente I2, como mostra a Figura 8A. O tempo t durante o 
qual o pulso de potencial é aplicado define a largura do pulso. Estas correntes são 
computacionalmente subtraídas, já que a primeira é principalmente a contribuição da 
corrente capacitiva e a segunda a contribuição da corrente faradaica, e então registradas 
contra o potencial, gerando o voltamograma de pulso diferencial ilustrado na Figura 8B. 
 
Figura 8: Representação do processo de (A) Excitação da DPV no início do pulso (S1) e no final 
do pulso (S2) e (B) Voltamograma de pulso diferencial. 
  
Fonte: Autor 
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  A amplitude escolhida para o pulso de potencial deve levar em consideração a 
reação em estudo e a sensibilidade exigida, uma vez que, grandes amplitudes geram 
correntes capacitivas residuais que podem diminuir a possibilidade de detectar a corrente 
faradaica. Para pequenas amplitudes de pulso, a largura da meia altura (W1/2) do pico de 
corrente é inversamente proporcional ao número de elétrons transferidos (90/n), o que 
permite caracterizar o mecanismo da reação de transferência de carga. A corrente de pico 
(Ip) é diretamente proporcional à concentração do analito, mas também depende da 
velocidade da reação eletroquímica [46,47]. 
 A PDV tem sido amplamente explorada quando há necessidade de identificar ou 
monitorar a presença de um analito de interesse. Tem sido desenvolvidos métodos para 
monitoramento rápido, em tempo real, de Ni+2 em água de mina [48], um método de 
controle de qualidade para determinar quantitativa e qualitativamente a eficiência de 
remoção de tocoferóis do óleo de peixe comercial [49], na quantificação do ácido trans-
retinóico presente na vitamina A e administrado por via parenteral para fins de terapia do 
câncer e foi aplicado para determinar capsacinóides em pimenta e óleos de oliveira [50]. O 
procedimento proposto é rápido, simples e permite o monitoramento de amostras 
complexas em tempo real. No entanto, em sistemas biológicos complexos como estruturas 
celulares, insetos, parasitas, plasma sanguíneo e tecido essa metodologia ainda apresenta 
um grande caminho de exploração. 
 
2.2 Análise Quimiometria 
2.2.1 Análise por Componentes Principais (PCA) 
A PCA é o método de análise exploratótia de dados mais utilizado na quimiometria. 
Esse método permite a redução de dimensionalidade de um grande conjunto de dados em um 
novo sistema, chamado componente principal (PC), o que possibilita a visualização da 
naturez
novos eixos formados a partir de combinações lineares das variáveis originais e nelas estão 
contidas as informações mais importantes que descrevem os dados. Elas são sempre 
ortogonais umas as outras para que a variabilidade contidas em uma PC não permaneça nas 
demais, então 
dados. 
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 Matematicamente, uma matriz de dados X é decomposta no produto de duas outras 
matrizes, denominadas scores(T) e loadings (P), somadas a uma matriz resíduos(E), como 
mostrado na equação 1. 
X = T.Pt + E                                                                  Eq. 1 
Os scores correspondem a projeção das amostras em um vetor de dados formado pelos 
variável tem no conjunto de dados, demonstrando, portanto, a contribuição de cada variável 
na determinação de um PC. Contudo, os resíduos tem a função de regular o produto T.P, 
sendo assim quando essa matriz resíduos tende a zero a variabilidade do sistema é explicada 
ao máximo. Nesta tese, a PCA foi utilizada para fins de análise supervisionada com o auxílio 
de um classificador por análise discriminante linear (LDA) e análise discriminante quadrático, 
de modo a se observar a melhor classificação das classes de amostras analisadas. 
 
2.2.2 Seleção de variáveis  Algoritmo de Projeções Sucessivas (SPA) e Algoritmo 
Genético (GA) 
 Em análise multivariada é muito comum problemas associado ao tamanho da 
matriz, pois quanto mais variáveis um dados apresenta maior será a dificuldade de extrair 
informações pertinentes ao entendimento do mesmo. Em sistemas biológicos, conjuntos de 
dados com poucas amostras e/ou um elevado número de variáveis agregam ao sistema uma 
dificuldade a mais para sua completa interpretação. Muitas dessas variáveis são 
irrelevantes ou redundantes, e as que são importantes são frequentemente desconhecidas ou 
possuem contribuição duvidosa. Algoritmos de seleção de variáveis surgem, portanto, 
como uma alternativa valiosa para minimizar ou contornar problemas desse tipo. 
 O GA é um método de seleção de variáveis de natureza estocástica [51]. Contudo, o 
procedimento é realizado através de uma simulação de processos naturais da evolução com 
aplicação da teoria da evolução das espécies proposta por Darwin. O GA seleciona as 
variáveis por etapas, avaliando o conjunto que melhor se adapta a uma possível solução. 
Inicialmente há seleção das variáveis, em seguida há o cruzamento e posterior mutação, 
portanto as variáveis com melhor aptidão baseada no menor valor de uma função de custo 
constituem um ciclo de evolução e tornam-se as variáveis selecionadas que melhor 
classificam os dados. 
 O SPA foi inicialmente desenvolvido para ser aplicado em modelos de calibração 
multivariada, com o intuito de resolver problemas de multicolinearidade através de uma 
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série de projeções ortogonais [52]. O SPA mostrou ser uma técnica eficiente para seleção 
de variáveis espectrais no contexto da calibração multivariada, especificamente quando 
aplicado à regressão linear múltipla. Quando aplicado a problemas de classificação, o SPA 
escolhe as variáveis com menor multicolinearidade e que levam a menor valor de 
classificação incorreta para o modelo. É importante ressaltar que em métodos de 
classificação, a capacidade de classificação da análise discriminante linear (LDA) pode ser 
comprometida pela presença de multicolinearidade entre as variáveis. Por essa razão, a 
LDA se restringe normalmente a problemas de pequenas dimensões. Dessa forma, a 
minimização de colinearidade proporcionada pelo SPA deve ser útil também para modelos 
LDA. 
 
2.2.3 Análise discriminante  
 Os classificadores mais conhecidos e explorados são LDA, análise discriminante 
quadrática (QDA). LDA é um dos algoritmos mais comuns utilizados na classificação 
supervisionada, enquanto o QDA raramente é usado devido à escassez de algoritmos para 
esse método. Tanto LDA quanto QDA calculam a função discriminante entre duas classes 
de acordo com (1) uma métrica de distância de Mahalanobis; (2) um termo de covariância, 
que em LDA é a matriz de covariância agrupada e na QDA é a matriz de variância-
covariância de cada classe; e (3) um termo de probabilidade. Embora a LDA mostre bons 
resultados de classificação a alta variabilidade de alguns sistemas biológicos complexos, 
seu desempenho pode diminuir devido à alta variabilidade intra-classe. Isso ocorre porque 
a LDA usa algumas aproximações, uma vez que as classes são consideradas como tendo 
matrizes de covariância e probabilidades de distribuição por similaridade [53]. O QDA é 
uma boa opção para lidar com classes com diferentes estruturas de variância, uma vez que 
calcula a matriz de variação-covariância de cada classe individualmente como regra de 
classificação.  
 A análise por componentes principais e algoritmos de seleção de variáveis tais 
como SPA e GA são ótimas alternativas para a redução da dimensionalidade dos dados e, 
nesse caso, resolver os problemas de multicolinearidade frequentemente encontrada por 
sistemas em que o número de amostras é muito menor que o número de variáveis dos 
dados. 
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2.2.4 Algoritmo 2D 
A matriz de excitação-emissão (EEM) de fluorescência molecular é considerada um dado 
químico de segunda ordem, pois forma um tensor de dados. Existem poucos algoritmos de 
classificação para dados de segunda ordem quando comparados com os métodos descritos 
nessa tese. As formas mais utilizadas de lidar com dados de segunda ordem são o uso do 
desdobramento, procedimentos ou algoritmos que reduzem a dimensionalidade dos dados, 
como a análise de fatores paralelos (PARAFAC) [54,55]. Ao fazer isso, a estrutura de um 
tensor é transformada em uma matriz, semelhante a um espectro de infravermelho, e então 
os algoritmos de classificação são aplicados.  
 A proposta do algoritmo 2D, diferentemente do PARAFAC, é não desdobrar o 
tensor de dados, aplicando os classificadores diretamente em um dados tridimensional. 
Primeiramente aplica-se a PCA nos dados e uma matriz de score é gerada e em seguida 
cada uma é organizada em um corpo tridimensional. Em seguida, a matriz de scores é 
utilizada como o dado de entrada para a classificação supervisionada. 
 
3 Objetivos 
3.1 Objetivo Geral 
 A presente tese de doutorado tem por objetivos avaliar o desempenho de métodos 
instrumentais de análise em conjunto classificação multivariada aplicada a diferentes 
matrizes biológicas.  
3.2 Objetivos Específicos 
 Observar o desenvolvimento molecular do reparo ósseo utilizando NIR e 
classificação multivariada, avaliando a eficiência dos tratamentos em comparação 
com o crânio saudável. 
 Desenvolver um método de triagem de idosos com e sem sarcopenia a partir de 
plasma sanguíneo, utilizando ATR FTIR e classificação multivariada.    
 Desenvolvimento de um método usando DPV e espectroscopia de fluorescência 
combinada com análise multivariada para discriminar grupo controle e com a 
presença de flunitrazepam em larvas de moscas necrófagas. 
 Comparar a eficiência do algoritmo 2D-LDA em relação ao PARAFAC-LDA. 
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4 Metodologias 
 Os estudos reportados nos Capítulos 2, 3, 4 e 5 desta tese foram realizados pela 
colaboração entre o Instituto de Química (IQ/UFRN) e os Departamentos de Biofísica e 
Farmacologia (DBF/UFRN), Departamento de Microbiologia e Parasitologia da UFRN, 
Departamento de fisioterapia da UFRN e Departamento de fisioterapia da Universidade 
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), Minas Gerais, Brasil. Também se realizou colaboração 
com o Departamento de Química da Universidade Federal da Paraíba (DQ/UFPB), 
Paraíba, Brasil. Os animais mortos para realização dos experimentos foram aprovados pelo 
comitê de ética (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), 
número do protocolo #067/2014 e #044/2013 e o Comitê Institucional de Ética em 
Pesquisa da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), #564.941 e realizado de 
acordo com a Declaração de Helsinque. 
 
4.1 Coleta e preparação das amostras 
4.1.1 Ratos utilizados para avaliar defeito crítico 
Foram utilizados 45 ratos Wistar machos adultos (de aproximadamente 6 meses), 
pesando em média 320gramas. Foram divididos em um grupo controle sem defeito 
craniano contendo 5 animais e 4 grupos com defeito craniano, cada um com 10 animais, 
onde em cada um desses animais foi criado um defeitos cranianos simétricos de 5mm. 
 
4.1.2 Formação do defeito 
Os animais foram anestesiados com uma injeção intraperitoneal de cloridrato de 
cetamina (10%), na dosagem de 80mg/kg, e Xilazina (2%) na dosagem de 10mg/kg. Uma 
incisão na pele feita a partir da área do nariz frontal na protuberância do osso occipital 
externo, expondo a extensão da calvária. Um defeito craniano simétrico de espessura total 
de 5 mm foi feito entre as duas regiões parietais, no centro do crânio, com uma broca de 
trefina acionada por um micromotor elétrico de 30.000 rpm (NSK®), sob irrigação 
constante de solução fisiológica estéril para evitar superaquecimento do osso. 
 
4.1.3 Tratamento por laser 
Os grupos que receberam a incidência de laser diodo (Kondortech  BioWave 
LLLT Dual,Brazil) na dosagem de 120J/cm2 (potência de 50 mW, tempo de exposição de 
10 s) e comprimento de onda de 780nm, com aplicações feitas em 4 pontos equidistantes 
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em torno do defeito com distância de 1mm da borda, logo após o procedimento cirúrgico, 
48horas e 96horas depois, protocolo adaptado do artigo de Marques et al.,(2015). A 
esponja de colágeno utilizada era da marca Hemospon® (Tecnew, 10 Und.), ela foi cortada 
com uma lâmina de bisturi no tamanho aproximado do defeito, com espessura de 
aproximadamente 1mm. 
Foram implantados os arcabouços nos grupos experimentais (G1 e G3) e um grupo 
recebeu a incidência do laser (G3), enquanto o outro não (G1). A primeira incidência foi 
logo após o procedimento cirúrgico, e foram feitas irradiações a cada 48 horas por 5 dias. 
Já o Grupo G2 recebeu apenas a incidência do laser. Para cuidado pós-operatório foi 
utilizado analgésico Dipirona monoidratada 500mg, uma gota via oral (gavagem) durante 5 
dias, e 5 gotas no bebedouro por 1 semana. 
 
4.1.4 Plasma Humano 
 Antes da realização das coletas todos os participantes forneceram consentimento 
informado por escrito antes de participar deste estudo. A coleta das amostras de sangue foi 
realizada em tubos à vácuo, com anticoagulante EDTA. As amostras foram centrifugadas 
em 4000 rpm, por 10 minutos, e o plasma removido em ambiente estéril, dentro de 30 
minutos após a coleta, e as alíquotas estocadas em freezer -80ºC até as análises. 
 
4.1.5 Ratas utilizadas para identificação de flunitrazepam 
 Para realizar as experiências, foram utilizadas 32 ratas Wistar (Rattus Norvegicus), 
com peso médio de 255 ± 30 g (Protocolo de Aprovação do Comitê de Ética 044/2013). As 
ratas com idade de 60 ± 5 dias utilizados no início do experimento do Biotério do 
Departamento de Biofísica e Farmacologia da Universidade Federal do Rio Grande do 
Norte foram acomodados (4 animais / gaiola) em gaiolas/viveiro com acesso gratuito a 
soluções de água (ou etanol) e comida (ração Purina®, Labina). As ratas foram divididas 
em quatro grupos com 8 ratas cada, em que cada grupo recebeu tratamento diferente: (1) 
etanol - em que o álcool etílico (Alcoolabor®, Segmenta) foi utilizado em concentrações 
crescentes de 2% (3 dias), 4% ( 3 dias), 6% (15 dias) totalizando um período de 21 dias 
[56]; (2) flunitrazepam - dosagem de 2 mg / kg oralmente [57]; (3) conjugado (etanol e 
flunitrazepam) - álcool etílico (Alcoolabor®, Segmenta) foi utilizado em concentrações 
crescentes de 2% (3 dias), 4% (3 dias), 6% (15 dias) totalizando um período de 21 dias 
[56] e recebeu doses de 2 mg / kg de flunitrazepam por via oral [57]; (4) controle - recebeu 
31
apenas água ad libitum. Após uma hora de administração de flunitrazepam, as ratas foram 
eutanasiadas por decapitação com guilhotina e cada rata foi colocada em sacos de plástico 
individualizados. Os animais pertencentes aos quatro tratamentos foram transportados 
separadamente. 
 No campo, as armadilhas de cheiro contendo os ratos foram distribuídas em uma 8 
grids (distância da grade de aproximadamente 50 m e a 1,50 m de altura do solo) ao longo 
de uma das trilhas do 7º Batalhão de Engenharia de Combate (Exército Brasileiro), uma 
área da floresta atlântica localizada na cidade de Natal / Brasil. Cada grid continha uma 
rata de cada tratamento (controle, etanol, flunitrazepam e conjugado) separados por 5 m. 
As armadilhas permaneceram no campo por cinco dias consecutivos. No terceiro e quarto 
dias, foram coletadas 10 imaturos (resultantes da oviposição e larviposição, priorizando as 
maiores larvas, representando as primeiras gerações que chegaram na carcaça) de cada 
armadilha. As larvas foram colocadas em um frasco de vidro contendo glicerina e enviadas 
ao laboratório para identificação e análise química. 
 Em laboratório, um conjunto de 3 larvas foi adicionada a 2 mL de dimetilsulfóxido 
(DMSO), depois triturado, homogeneizado e centrifugado. A solução sobrenadante foi 
armazenada em criotubos e depois enviada para análise. Foram formados dois grupos para 
classificação, (1) controle mais etanol - larvas coletadas em carcaças dos grupos de 
controle e etanol; (2) flunitrazepam - larvas coletadas em grupos flunitrazepam e 
conjugado. No total, 40 amostras (20 controle e 20 contendo flunitrazepam) foram 
direcionadas para DPV e análise de fluorescência molecular. 
 
4.2 Aquisição de dados instrumentais 
4.2.1 Espectroscopia NIR 
 As medições espectrais foram realizadas usando um Antaris MX FT-NIR 
espectrofotômetro (Thermo Fisher Scientific Inc, EUA) equipado com sonda de fibra 
óptica para transflectância. Os espectros NIR foram registrados em uma faixa de 10 000 - 
4000 cm-1, ou 1000-2500 nm, e foram obtidos com uma resolução espectral de 32 cm-1, 
com 32 scans de varreduras. A medição do tempo foi de 26 s (32 varreduras) por espectro. 
48 horas após os respectivos tratamentos de 21 e 30 dias, os espectros NIR foram 
adquiridos posicionando a sonda de transfectância no crânio diretamente acima do local do 
defeito crítico e um espectro foi adquirido para crânio, dando um total de 45 espectros 
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NIR. As medições espectrais foram feitas em uma sala climatizada sob temperatura 
controlada de 22 ° C e 60% de umidade relativa do ar. 
 
4.2.2 Espectroscopia ATR-FTIR 
 As medições espectrais foram realizadas utilizando um espectrofotômetro de marca 
SHIMADZU, Japão, modelo IRAffinity-1, equipado com o acessório ATR. Os espectros 
ATR-FTIR foram obtidos numa faixa de 700 cm1 a 4000 cm1, com uma resolução 
espectral de 4 cm-1, a medição do tempo foi de 34 s (32 varreduras) por espectro. O ar foi 
utilizado com branco para todas as amostras. Uma gota de plasma foi adicionada 
diretamente sobre o cristal de ATR e um espectro foi obtido, em seguida o cristal foi limpo 
com álcool 70% e outra gota do mesmo plasma foi adicionada e obtida um novo espectro. 
Esse procedimento foi realizado em triplicata dando um total de 522 espectros ATR-FTIR 
sendo 276 controles e 246 sarcopênicos. As medições espectrais foram realizadas com 
temperatura controlada de 22 ° C e 60% de umidade relativa do ar. 
 
4.2.3 Fluorescência Molecular 
 Este procedimento foi realizado para a obtenção da EEM individual da classe 
controle e contendo flunitrazepam. Os espectros das amostras foram adquiridos com um 
espectrofluorômetro RF-5301 Shimadzu, Japão usando uma cubeta de quartzo de 0,5 mm. 
As larguras de fenda do monocromador de excitação e emissão foram fixadas em 1,5 e 3 
nm, respectivamente. As amostras foram adicionadas à cubeta com uma micropipeta de 
mantida a 25 ° C ao longo do experimento. Para amostras de extrato de larva, as superfícies 
espectrais de emissão / excitação foram obtidas na faixa de excitação de 280 a 390 nm 
(passos de 10 nm) e na faixa de emissão de 350 a 900 nm (passos de 1 nm). Este protocolo 
resultou em um tamanho de matriz de dados de 9 x 322 variáveis para cada amostra. 
 
4.2.4 Voltametria de Pulso diferencial 
 Todas as medidas de VPD foram realizadas por um bipotenciostato / galvanostato 
portátil Stat 400 (DropSens, Espanha), controlado pelo software DropView e realizado 
em tampão fosfato 0,1 mol L-1 
mV s-1, tempo de pulso de 50 ms e amplitude de pulso de 100 mV. O sistema de três 
eletrodos foi composto por um eletrodo de referência Ag / AgCl, um fio de grafite como 
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eletrodo auxiliar e um eletrodo de pasta de nanotubos de carbono como eletrodo de 
trabalho. A composição seguinte foi utilizada na preparação do eletrodo de trabalho: 55% 
m:m de nanotubos de carbono de parede múltipla (Sigma-Aldrich®) e 45% m:m de óleo 
mineral (Specsol®). O eletrodo foi montado compactando a pasta de nanotubos de carbono 
na ponta de uma seringa de plástico de 1 mL. O contato elétrico interno foi feito por um fio 
de cobre limpo, que também atua como um êmbolo para extrusão de pasta. A renovação da 
superfície do eletrodo foi conseguida por extrusão de pasta e suavização em um papel de 
sulfito antes de cada nova medida. Todos os voltamogramas foram obtidos em triplicata. 
 
4.3 Análise computacional 
 Todo o tratamento computacional, desde a importação dos dados espectrais até a 
construção dos modelos multivariados, foi realizado através do software MATLAB® 
R2014 (Mathworks, Natrick, USA) usando o PLS Toolbox version 7.9.3 (Eigenvector 
Research, Inc., Manson, USA). Diversos pré-processamentos foram aplicados em função 
do tipo de dado espectral utilizado, incluindo: correção de linha de base, normalização, 
correção de espalhamentos de luz (Rayleigh/Raman) e espalhamento de luz multiplicativo 
e 1° derivada de Savitzky Golay. Para construção dos modelos multivariados de 
classificação, os algoritmos PARAFAC, PCA-LDA/QDA, SPA-LDA/QDA, GA-
LDA/QDA, 2D-LDA foram utilizados. Segue abaixo a Figura 9 apresentando o 
fluxograma em etapas da classificação multivariada. 
 
Figura 9: Fluxograma representando as etapas para entrada de dados, seleção de amostras pelo 
algoritmo KS, redução de dimensionalidade e/ou seleção de variáveis e classificação multivariada.  
 
Fonte: Autor 
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Resumo 
A saúde do idoso é um problema de saúde pública normalmente ignorada pelo governo, 
no qual há omissão de cuidados na maioria dos casos. A perda progressiva de massa e 
força muscular, clinicamente definida como sarcopenia, é um exemplo de doença que 
normalmente não é investigada em atendimentos primários de saúde. Hoje em dia, a 
sarcopenia vem se tornando uma doença muito comum entre idosos, impossibilitando o 
seu portador de viver de forma autônoma e o impedindo de realizar tarefas básicas como 
a manutenção da higiene pessoal. Neste estudo, utilizamos espectroscopia infravermelha 
com transformada de Fourier e a reflexão total atenuada (ATR-FTIR) juntamente com 
técnicas de análise multivariada para identificar e discriminar idosos portadores de 
sarcopenia de idosos saudáveis com o objetivo de desenvolver uma metodologia rápida, 
acessível, não invasiva focada na triagem dessa doença, como também a identificação 
de supostos biomarcadores. Técnicas como análise de componentes principais - análise 
discriminante linear (PCA-LDA), algoritmo de projeção sucessiva - análise 
discriminante linear (SPA-LDA) e algoritmo genético - análise discriminante linear 
(GA-LDA) foi aplicada. Um total de 174 amostras (92 saudáveis e 82 sarcopênicos) de 
plasma sanguíneo foi analisado por espectroscopia de ATR-FTIR. Os resultados 
mostraram que os modelos foram bem sucedidos na classificação de controle e 
sarcopênicos. Os resultados da classificação multivariada foram testados com base na 
sensibilidade e especificidade alcançando taxas de acerto acima de 60%, sugerindo que 
a espectroscopia ATR-FTIR, juntamente com algoritmos de análise multivariada, é uma 
ferramenta potencialmente efetiva pra a triagem de sarcopenia em plasma sanguíneo de 
idosos. 
 
Palavras-chave: ATR-FTIR, Sarcopenia, Idosos, Classificação Multivariada. 
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Abstract 
Elderly health is a public health problem usually ignoreted by the government, in which 
care is often neglected. Progressive loss of muscle mass and strength, clinically defined 
as sarcopenia, is an example of a disease that is not normally investigated in primary 
health care settings. Nowadays, sarcopenia has become a very common disease among 
the elderly, making it impossible for the patient to live autonomously and preventing 
them from performing basic tasks such as maintaining personal hygiene. In this study, 
we used infrared spectroscopy with Fourier transform and attenuated total reflection 
(ATR-FTIR) along with multivariate analysis techniques to identify and discriminate 
elderly patients with healthy elderly sarcopenia with the objective of developing a fast, 
accessible, non-invasive focused methodology in screening this disease, as well as the 
identification of supposed biomarkers. Techniques such as main component analysis - 
linear discriminant analysis (PCA-LDA), successive projection algorithm - linear 
discriminant analysis (SPA-LDA) and genetic algorithm - linear discriminant analysis 
(GA-LDA) were applied. A total of 174 samples (92 healthy and 82 sarcopenic) of 
blood plasma were analyzed by ATR-FTIR spectroscopy. The results showed that the 
models were successful in classifying the disease. The results of the multivariate 
classification were tested based on sensitivity and specificity reaching set-up rates 
above 60%, suggesting that ATR-FTIR spectroscopy, together with multivariate 
analysis algorithms, is a potentially effective tool for the screening of blood plasma 
sarcopenia of the elderly. 
 
Key words: ATR-FTIR, Sarcopenia, Elderly, Multivariate Classification. 
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 Introdução 
A perda progressiva de massa muscular é uma das características mais marcantes 
do processo de envelhecimento [1, 2], podendo conduzir à perda de força muscular e 
funcionalidade [3, 4]. Tal condição é definida como sarcopenia e tem sido considerada 
uma nova síndrome geriátrica, devido a sua alta prevalência e consequências deletérias 
para as pessoas idosas [3, 5].  
Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), nas próximas décadas 
a população mundial com mais de 60 anos vai passar dos atuais 841 milhões para 2 
bilhões até 2050, tornando as doenças crônicas e o bem-estar da terceira idade novos 
desafios de saúde pública global, sendo necessárias estratégias para melhorar a 
prevenção e o gerenciamento de condições crônicas, disponibilizando cuidados de 
excelência acessíveis a todos os idosos, levando em consideração o ambiente físico e 
social [6]. A rápida identificação da sarcopenia nos serviços primários de saúde e 
implementação de tratamento precoce pode reduzir o desenvolvimento da incapacidade 
e hospitalização de idosos [7]. 
A sarcopenia tem efeitos adversos que se reforçam mutuamente, levando a 
dependência, maior uso de serviços de saúde, institucionalização, perda da qualidade de 
vida [4, 7]. Estudos apontam esta condição de saúde como preditora de limitações nas 
atividades de vida diária [8], desenvolvimento de incapacidade [9], ocorrência de quedas 
[10], fragilidade [5], incidência de fraturas [11]  e mortalidade [12]. Sua importância no 
contexto do envelhecimento levou ao seu  reconhecimento como uma entidade clínica, 
com concessão de um código na International Statistical Classification of Diseases and 
Related Health Problems (CID-10) (M62.84) [13]. 
O diagnóstico da sarcopenia envolve a mensuração da composição corporal, 
juntamente com medidas de força muscular e de performande física [3]. Esse diagnóstico 
foi validado por diferentes estudos prospectivos, apesar da variabilidade de pontos de 
corte nessas medidas, em consequência de variações etnicas e geográficas [14, 15]. 
Embora diferentes instrumentos tenham sido propostos para avaliar a presença de 
sarcopenia, considerando aspectos relacionados à força muscular e função física, 
clinicamente, as medidas de massa magra são consideradas como determinantes no 
diagnóstico da sarcopenia, pois é possível verificar se houve redução significativa da 
composição muscular característica da doença [3, 16].  
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Exames de imagem, como a ressonância magnética (RM) e a tomografia 
computadorizada (TC) são considerados padrão ouro, pois diferencia de forma precisa a 
massa magra do tecido gorduroso. No entanto, ambas as técnicas têm custo muito 
elevado e expõem os indivíduos a altos índices de radiação, dificultando o uso no 
âmbito clínico.  A absormetria por emissão de raios X de dupla energia (dual energy x-
ray absorptiometry - DEXA) tem sido uma alternativa em relação à RM e TC, por ser 
uma técnica com baixa exposição à radiação, curto tempo de exame e alta precisão. A 
DEXA estima a massa muscular esquelética apendicular de membros superiores e 
inferiores a partir da mensuração dos três componentes corporais: massa de gordura, 
massa magra e massa óssea [17]. Embora tenha menor custo comparado a RM e TC, 
constitui ainda uma técnica onerosa para o sistema de saúde.  
Medidas duplamente indiretas da composição corporal também têm sido 
propostas, como a bioimpedância (BIA), que consegue estimar o volume de gordura e 
massa magra a um baixo custo [18] e a circunferência de panturrilha [19]. Contudo, essas 
medidas são consideradas pouco confiáveis e recomendáveis para o diagnóstico da 
sarcopenia [3, 20]. Outra possibilidade são as equações preditivas da massa magra, usando 
medidas antropométricas e variáveis de sexo e raça, demonstrando bom valor preditivo 
para a baixa massa muscular esquelética utilizada, sendo essa a principal ferramenta 
clínica utilizada pela maioria dos especialistas [21  23]. 
Em serviços primários de saúde, um screening que identifique a sarcopenia é 
fundamental, para que após essa triagem inicial o diagnóstico seja realizado em 
ambiente clínico, com técnicas mais acuradas/específicas, reduzindo os custos para o 
sistema de saúde. Todavia, atualmente, não há disponível ferramenta, com propriedades 
psicométricas adequadas, para triar a sarcopenia em idosos da comunidade, em nível da 
atenção primária. Nesta perspectiva, verifica-se urgência em melhorar métodos de 
detecção atuais de sarcopenia, mais rápidos e econômicos, considerando os avanços na 
ciência e tecnologia, como a bioespectroscopia e análise multivariada.  
 A espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é 
sensível ao comportamento vibracional de determinados compostos frente à radiação 
eletromagnética e sua aplicação tem sido avaliada como uma forte tecnologia para 
pesquisas biológicas [24, 25], onde é atualmente reconhecida como bioespectroscopia. A 
faixa do infravermelho médio (IVM) tem apresentado a melhor resolução quando 
comparada a outras regiões do espectro, uma vez que pode ser diretamente relacionada 
com biomoléculas tais como proteínas, lipídios, carboidratos, DNA e RNA. A região do 
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IVM compreende a faixa entre 400 cm-1 - 4000 cm-1 do espectro eletromagnético e essa 
radiação são absorvidos por biomoléculas [26].  
 A faixa espectral entre 900 cm-1 a 1800 cm-1 é conhecida como impressão digital 
biológica [27], é nessa região que as informações relacionadas às biomoléculas podem ser 
observadas e variações metabolômicas, proteômicas, lipidômicas e genômicas são 
percebidas em números de ondas característicos como lipídeos (1750 cm-1), carboidratos 
(1155 cm-1), proteínas (amida I -1650 cm-1, amida II, 1550 cm-1, amida III, 1260 cm-1), 
DNA/RNA (1225 cm-1, 1080 cm-1) [25, 26]. Essa metodologia não destrói a amostra, 
podendo a mesma ser reutilizada para outros experimentos, a obtenção do espectro é 
rápida e reprodutível. 
 Devido à complexidade dos espectros FT-IR e sobreposição espectral se faz 
necessário o uso de métodos quimiométricos de classificação multivariada para 
segregação das classes, o que garante uma maior e melhor interpretação dos dados. 
Ferramentas computacionais como análise de componentes principais - análise de 
discriminante linear (PCA-LDA), algorítmos de projessões sucessivas - análise de 
discriminante linear (SPA-LDA) e algorítmos genéticos - análise de discriminante linear 
(GA-LDA) é comprovadamente eficiente para classificar diferentes processos biológicos 
complexos, como descritos por THEOPHILOU et al 2015 que classificou indivíduos 
saudáveis e com câncer de ovário em estágio inicial e avançado utilizando o plasma 
sanguíneo, encontrando proteínas e lipídios biomarcadores relacionados com o 
desenvolvimento da doença. 
 Neste artigo, tivemos como objetivo a aplicação da espectroscopia ATR-FTIR e 
classificação multivariada para desenvolver um método de triagem de idosos com e sem 
sarcopenia a partir de plasma sanguíneo. Considerando a sarcopenia como um problema 
crônico em potencial para futuras gerações da 3° idade, esta metodologia pode contribuir 
para o diagnóstico precoce de idosos com sarcopenia para prevenção de suas 
consequências negativas melhorando assim o bem estar e envelhecimento saudável das 
gerações futuras.   
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Materiais e Métodos. 
 
Comitê de ética 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética para pesquisa institucional da 
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), ETIC 564.941 e conduzido de acordo com a 
Declaração de Helsinki. Além disso, todos os participantes forneceram consentimento 
informado por escrito antes de participar deste estudo. Trata-se de um estudo transversal 
com duração de agosto de 2015 a junho de 2016 
 
Seleção dos participantes 
A população total do estudo foi composta por idosos com 60 anos ou mais, 
residente nas áreas de abrangência da Estratégia de Saúde da Família (ESF) do 
município de Alfenas-MG, Brasil.  
A população total do estudo foi composta por 521 idosos (acima de 60 anos) 
residentes na área de abrangência da Estratégia de Saúde da Família (ESF) do município 
de Alfenas-MG. Os idosos foram selecionados aleatoriamente a partir da lista de 
usuários cadastrados na ESF considerando power de 80%. A amostragem 
considerou a distribuição de idosos cadastrados, randomizando o número de idosos de 
forma proporcional a cada uma das regiões de abrangência do serviço primário de saúde 
do município, garantindo representatividade populacional.  
Como critérios de exclusão foram utilizados: idosos com alterações cognitivas 
detectáveis pelo Mini-Exame do Estado Mental (MEEM) [29], doença inflamatória ou 
infecciosa em fase aguda; neoplasia nos últimos cinco anos; uso de drogas 
imunossupressoras; amputações nos membros inferiores; cirurgias ou fraturas nos 
membros inferiores nos últimos seis meses; presença de doenças ou sequelas 
neurológicas que impedissem a realização dos testes propostos.  
Para o presente estudo, foi utilizado como critério de triagem dos idosos à 
presença de sarcopenia segundo o algoritmo proposto pelo European Working Group on 
Sarcopenia in Older people (EWGSOP) [3], em que idosos com baixa massa muscular 
associada à força reduzida de prensão palmar e/ou função física (velocidade de marcha) 
foram consideradas sarcopênicos. Em seguida, os idosos considerados com sarcopenia 
foram pareados àqueles sem sarcopenia, segundo a idade e sexo.  
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Obtenção de dados biométricos e biológicos 
 As entrevistas e testes funcionais foram realizados nas residências dos idosos, 
enquanto a coleta de sangue foi realizada no laboratório Central de Análises Clínicas da 
Universidade Federal de Alfenas- MG.  
Biometria: Para caracterização da amostra foram consideradas as seguintes variáveis: 
idade, sexo, raça, escolaridade, renda familiar, estado civil e medidas antropométricas 
como peso (kg) e altura (m). A massa apendicular esquelética (MAE) foi estimada a 
partir da equação de Lee como segue: MAE= (0,244 x peso) + (7,8 x altura) + (6,6 x 
sexo) - (0,098 x idade) + (raça - 3,3), onde o valor 0 foi assumido para mulheres e 1 
para homens, 0 para brancos, 1,4 para afro-americanos e -1,2 para asiáticos. O peso 
mensurado em quilogramas e altura em metros. Esta fórmula é preditiva da massa 
muscular e foi validado para a população idosa brasileira com excelentes valores de 
correlação com a DEXA, instrumento considerado padrão-ouro para avaliação da massa 
magra (r=0,86 para homens e r= 0,90 para mulheres). A concordância entre a 
densitometria e a equação para determinar a prevalência de sarcopenia foi forte (k=0.74; 
p< 0,001) com alta especificidade (89%) e sensibilidade (86%).[22] Os valores 
encontrados de MAE foram então ajustados de acordo com o quadrado da altura para 
estabelecer o índice de massa muscular.  
Realização de testes funcionais: A função física foi avaliada pela velocidade de 
marcha, em um percurso de 4 metros, em uma superfície plana. O tempo para percorrer 
a distância foi mensurado com auxílio de um cronômetro. A velocidade de marcha foi 
calculada em metros por segundo (m/s). O ponto de corte igual ou menor a 0,8 m/s foi 
considerado como positivo para a identificação do idoso com sarcopenia segundo o 
algoritmo proposto pelo EWGSOP.[3] 
 A força de preensão palmar foi mensurada por meio do dinamômetro JAMAR® 
(modelo PC5030JI), usando o protocolo recomendado pela The American Society of 
Hand Therapists. Para realizar as medidas os idosos foram posicionados sentados, de 
forma confortável, em uma cadeira sem apoio para os braços, com os ombros em 
posição neutra, o cotovelo do membro dominante a ser medido era mantido flexionado 
em 90 graus, e o antebraço em rotação neutra [30]. A mensuração foi realizada com a 
mão dominante, sendo obtidas três medidas em quilogramas força (Kgf), com intervalo 
de um minuto entre cada execução. Foi considerada a média das três medidas. O 
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instrumento apresenta alta confiabilidade para a população idosa (ICC >0.90).[31] Os 
pontos de corte para determinar fraqueza muscular adotado foram < 16 kgf para 
mulheres e < 26 kgf para homens.[32] 
Coleta de sangue: A coleta das amostras de sangue foi realizada em tubos a vácuo, com 
anticoagulante EDTA. As amostras foram centrifugadas em 4000 RPM, por 10 minutos, 
e o plasma removido em ambiente estéril, dentro de 30 minutos após a coleta, e as 
alíquotas estocadas em freezer -80ºC até as análises.  
Obtenção dos espectros ATR  FTIR  
 As medições espectrais foram realizadas utilizando um espectrofotômetro de 
marca SHIMADZU, modelo IRAffinity-1, equipado com o acessório ATR. Os 
espectros ATR-FTIR foram obtidos numa faixa de 700 cm1 a 4000 cm1, com uma 
resolução espectral de 4 cm-1, a medição do tempo foi de 34 s (32 varreduras) por 
espectro. O ar foi utilizado com branco para todas as amostras. Uma gota de plasma foi 
adicionada diretamente sobre o cristal de ATR e um espectro foi obtido, em seguida o 
cristal foi limpo com álcool 70% e outra gota do mesmo plasma foi adicionada e obtida 
um novo espectro. Esse procedimento foi realizado em triplicata dando um total de 522 
espectros ATR-FTIR sendo 276 controles e 246 sarcopênicos. As medições espectrais 
foram feita com temperatura controlada de 22 ° C e 60% de umidade relativa do ar. 
 
Análise computacional 
 A importação dos dados, pré-tratamento e construção dos modelos de 
classificação multivariada (PCA-LDA, SPA-LDA e GA-LDA) foram desenvolvidos no 
software MATLAB R2014a (http://www.mathworks.com). Foi obtida a média por 
amostra (n=174 no total, sendo 92 controles e 82 sarcopênicos) dos espectros brutos e 
pré-processados cortando de 1300 a 1750 cm-1, aplicando filtro de savitzky-golay com 
janela de 15 pontos e MSC (Multiplicative Scatter Correction).  
 A análise exploratória de dados foi realizada a fim de observar a distribuição 
geral dos dados e se haveria agrupamento das classes controle e sarcopênicos somente 
com o uso de uma ferramenta não supervisionada. A redução do número de variáveis 
através da aplicação da PCA foi alcançada através da decomposição da matriz original X 
em seus produtos matriciais em scores e loadings, como mostrado na equação (1): 
X = TPT + E           (1) 
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Onde: X é a matriz I x J (I é o número de amostras e J é o número de variáveis); T é a 
matriz de escores I x A (A é o número de componentes calculados); P é a matriz de 
loadings J x A e E é a matriz residual I x J.  
 Para os modelos PCA-LDA, SPA-LDA e GA-LDA as amostras foram divididas 
em um conjunto treinamento (70%), um conjunto validação (15%) e um conjunto 
previsão (15%) aplicando nos espectros IVM o clássico algoritmo de amostragem 
uniforme Kennard-Stone (KS). O algoritmo KS foi aplicado separadamente em cada 
classe a fim de extrair a maior representatividade de cada classe e maximizar a 
amostragem do conjunto de dados. As amostras de treinamento foram utilizadas no 
processo de modelagem como também a seleção de variáveis para dos modelos LDA 
enquanto que o conjunto de previsão somente foi utilizado na etapa final da 
classificação. O número de variáveis ótimas selecionadas pelo SPA-LDA e GA-LDA 
foram calculadas com a função de custo G e é dado por: 
         (2) 
 
onde gn é definido como 
 
          (3) 
 
sendo l(n) é o índice da classe verdadeira para o enésimo objeto da validação X(n). 
 A rotina do GA-LDA foi trabalhada durante 24 gerações com 48 cromossomos 
cada. As probabilidades de cruzamento e mutação forma ajustadas para 60% e 10% 
respectivamente. A melhor solução resultante das três realizações do GA foi mantida 
constante. Para esse estudo, os valores da função discriminante do LDA foram obtidos 
por classe de tratamento. A Sensibilidade (SENS) corresponde à certeza de que uma 
amostra pertence realmente a uma das categorias de classe e especificidade (SPEC) é a 
certeza de que uma amostra não pertence a uma das categorias de classe. Esses 
parâmetros medem a qualidade dos modelos calculados e são utilizados nesse estudo 
para avaliar a taxa de acerto na classificação de indivíduos controle e com sarcopenia. 
Podemos calcular usando as seguintes equações: 
          (4) 
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          (5) 
Onde, TP é definido como o verdadeiro positivo, TN é o verdadeiro negativo, FP é o 
falso positivo e FN é o falso negativo. 
 
Resultados e discussão 
Dos 521 idosos avaliados, a amostra de plasma foi disponível para 406. Destes, 
82 idosos foram identificados com sarcopenia de acordo com o algoritmo proposto pelo 
EWGSOP e pareados com idosos sem sarcopenia de acordo com sexo e idade. As 
características sociodemográficas e clínicas da amostra são apresentadas na tabela 1. 
Tabela 1: Características descritivas médias sociodemográficas e clínicas dos idosos 
voluntários diagnosticados com e sem sarcopenia pelo algoritmo proposto pelo 
EWGSOP. 
 
 A média dos espectros brutos e após o pré-processamento para cada classe pode 
ser observado na Fig. 1.  
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(A) 
 
 
(B) 
 
Figura 1: (A) Espectros brutos para cada categoria. (B) Espectros pré-processados para 
cada categoria. O espectro controle é mostrado em vermelho; O espectro do grupo com 
sarcopenia é mostrado em azul. 
 
 O conjunto de espectros apresenta elevada semelhança entre si, tornando 
impossível a percepção das diferenças através da observação visual do espectro. Dessa 
forma, foi necessária a utilização de uma ferramenta multivariada para maximizar as 
possíveis diferenças bioquímicas que melhor caracterizam cada classe. Para este 
conjunto foi utilizada a Análise de Componentes Principais (PCA). Após aplicação da 
PCA, um total de 3 componentes principais explicou 98% da variabilidade dos dados e 
não houve possibilidade de se observar uma separação evidente das classes controle e 
sarcopênico, como pode ser observado na Fig. 2. 
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Figura 2: A aplicação da análise exploratória por PCA para segregação de controle 
(vermelho) e sarcopênico (verde) . Scores de PC1xPC2. 
 
 Portanto, é necessária a aplicação de métodos de classificação supervisionada 
com capacidade de redução de dimensionalidade (PCA) e seleção de variáveis (SPA e 
GA) juntamente com a LDA com o objetivo de obter a melhor segregação entre 
indivíduos controle e com sarcopenia. A Fig. 3A mostra os escores da PCA-LDA (DF1 
x Amostras) para as classes controle e sarcopênico, mostrando que existe uma separação 
entre as classes com uma aparente região de fronteira. Para o SPA-LDA usando dois 
números de onda selecionados (respectivamente, 1610 cm-1 e 1695 cm-1), obtidos pela 
função de custo G, alcançando uma segregação melhorada entre controle e sarcopênicos 
(Fig. 3B) quando comparada com PCA-LDA. No entanto, quando GA-LDA foi 
empregado aplicando uma classificação evolutiva, usando 4 números de onda 
selecionados (respectivamente, 1479 cm-1, 1620 cm-1, 1622 cm-1 e 1699 cm-1)  
proporcionaram uma maior segregação comparada com PCA-LDA e SPA-LDA em 
conjunto, como mostrado na Fig. 3C.  
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(B) 
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64
Figure 3: A aplicação da análise discriminante linear à categoria para segregação de 
controle (vermelho) e sarcopênico (azul). (A) DF1 x amostras da função discriminante 
calculada usando análise de componentes principais (PCA) - análise discriminante 
linear (LDA) de cada categoria. (B) DF1 x amostras da função discriminante calculada 
usando as variáveis selecionadas por algoritmos de projeção sucessivos (SPA) - análise 
discriminante linear (LDA) de cada categoria. (C) DF1 x amostras da função 
discriminante calculados usando as variáveis selecionadas por algoritmos genéticos 
(GA) - análise discriminante linear (LDA) de cada categoria. 
 
 
 A Fig. 4 demostra as variáveis selecionadas pelo SPA-LDA e GA-LDA que 
diferem em valores, no entanto representa a mesma região do espectro. O exame dos 
números de onda selecionados após a modelagem computacional mostrou que as 
principais alterações bioquímicas discriminavam indivíduos controle de indivíduos 
sarcopênicos. Vários números de onda selecionados parecem ser de particular interesse e 
já relatados na literatura como biomarcadores para diagnóstico de sarcopenia em idosos, 
ou seja, as variáveis 1479 cm-1, 1610 cm-1, 1620 cm-1, 1622 cm-1, 1695 cm-1 e 1699 cm-1 
estão associados à banda vibracional de proteínas (uma combinação de banda de amida I 
e amida II de polipeptídeos).  
 
(A) 
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(B) 
 
Figure 4: Espectro médio da região de impressão digital biológico com as variáveis 
selecionadas por: (A) SPA-LDA e (B) GA-LDA que resultaram nas melhores 
classificações. 
 
As taxas de classificação foram determinadas usando os melhores modelos. Na Tabela 2 
estão os resultados de validação das categorias controle e sarcopênicos. 
 
Table 2: Medida de desempenho para PCA-LDA, SPA-LDA e GA-LDA na 
classificação de Controle e indivíduos Sarcopênicos por biospectroscopia ATR-FTIR. 
  Control Sarcopenic 
PCA - LDA sens 46.7 sens 70.0 
spec 66.7 spec 50.0 
        
SPA - LDA sens 86.7 sens 30.0 
spec 40.0 spec 90.0 
        
GA - LDA sens 66.7 sens 40.0 
spec 46.7 spec 50.0 
 
 
 Além disso, os valores de sensibilidade e especificidade demonstram que utilizando a 
região de impressão digital biológico, a distinção entre categorias de controle e 
sarcopênicos utilizando os algoritmos PCA-LDA, SPA-LDA e GA-LDA é possível e 
indicando que a bioespectroscopia ATR-FTIR em conjunto com quimiometria é uma 
poderosa ferramenta para identificar possíveis biomarcadores moleculares e classificar 
potenciais pacientes portadores de sarcopenia. 
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Conclusões 
Concluímos que o uso conjunto da bioespectroscopia ATR-FTIR e classificação 
multivariada com análise discriminante linear é uma ferramenta em potencial para a 
identificação de indivíduos com sarcopenia e indivíduos saudáveis utilizando o plasma 
sanguíneo. As técnicas de seleção de variáveis (SPA e GA) usando LDA foram 
realizadas em uma tentativa de obter mais informações sobre as possíveis diferenças 
entre as categorias de espectro ATR-FTIR, como sinalizar ligações químicas possíveis 
de serem correlacionadas com grupos funcionais presentes em importantes biomoléculas 
como proteínas, considerados forte candidatos à biomarcadores moleculares capazes de 
diferenciar as classes. Sendo assim, o presente estudo indica que a bioespectroscopia 
ATR-FTIR suportada pela classificação multivariada obteve taxas de acerto semelhantes 
aos métodos clínicos já utilizados no dia a dia, podendo oferecer potencial para 
diagnóstico em um futuro próximo. Este estudo foi realizado em fase piloto, então novas 
amostras devem ser incorporadas aos modelos apresentados para que haja contemplação 
da maior variabilidade possível e consequentemente aumento das taxas de acerto. A 
validação do método ocorrerá posteriormente comparando simultaneamente os 
resultados da classificação multivariada com os resultados da DEXA.  
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Experimental procedure to obtain samples of fly larvae extract and subsequent analysis by 
differential pulse voltammetry with E/V vs. Ag/AgCl reference electrode and molecular 
fluorescence spectroscopy. 
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Abstract: The use of insects to identify drugs in a cadaver has often been explored in the 
field of entomotoxicology. There are accurate methods; however, they require a high cost 
and are very time-consuming. The objective of this study was to develop two methods 
based on differential pulse voltammetry (DPV) and fluorescence emission excitation matrix 
(EEM) spectroscopy to classify necrophagous larvae (Chrysomya megacephala, C. 
albiceps, Lucilia sp and Cochliomyia macellaria) containing flunitrazepam. The 
voltammograms of larval extract samples were analyzed by principal component analysis 
(PCA), successive projection algorithm (SPA) and genetic algorithm (GA) - linear and 
quadratic discriminant analysis (LDA and QDA). The EEM fluorescence data from larval 
extract samples were analyzed by 2D and parallel factor analysis (PARAFAC) with linear 
discriminant analysis (LDA). These results suggest that DPV and EEM combined with 
chemometrics can be used as tools for the classification of flunitrazepam in fly larvae 
presenting innovative applications. 
Keywords: Differential pulse voltammetry; fluorescence spectroscopy; flunitrazepam; 
entomotoxicology; necrophagous larvae. 
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Introduction 
Forensic entomology is the science that investigates traces of insects and other 
arthropods for criminal, legal or civil investigative purposes.1 It is often requested for 
estimation of minimum postmortem interval.2-3 However, recent techniques have allowed 
the collection of robust entomological evidence to resolve questions about the corpse 
movement, submersion interval, decapitation or dismemberment time, identification of 
specific traumas and artifacts postmortem cells.4-5 More recently, the identification of drug 
of abuse or other chemicals important to the crime scene was achieved in insects, which 
gave rise to a new research field, Entomotoxicology.6-7 Flunitrazepam has been reported as 
the rape date drug. Its illicit consumption added to alcoholic beverages strengthens its 
sedative effects, favoring the action of criminals, in which the victims become defenseless 
due to the loss of muscular control and loss of consciousness, being vulnerable to assaults 
and rape. Illicit use of flunitrazepam is also common in nightclubs, in which youngsters and 
adults use the drug individually or in combination with other drugs such as cocaine and 
heroin. 
In skeletons or bodies in an advanced stage of decomposition, biological materials 
such as blood, urine or internal organs may not be available. Considering the 
necrobiontophagous nature of some Diptera larvae, when feeding of tissue of the corpses of 
intoxicated humans, they introduce in their own metabolism toxins or drugs used by the 
individuals when in life. Thus, by receiving target substances from the human organism, 
some insects, especially fly larvae, can serve as an alternative for toxicological analysis.8 
In addition to the identification of drugs and toxins in corpses and the development of 
immature insects, entomotoxicology may be useful in investigating the effects of such 
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substances on the development of arthropods in order to assist in a more precise 
postmortem estimation, since the presence of certain chemical substances may influence the 
decay process of a cadaver. The increase in the number of drug-related deaths, especially 
by abuse of heroin and cocaine or deaths connected to accidental or suicidal consumption 
of poisons or toxic substances, justifies the substantial interest in forensic entomology, 
especially entomotoxicology.9 
Insects and other arthropods can be analyzed by standard toxicological procedures, 
such as radioimmunoassay, gas chromatography, thin-layer chromatography, high 
performance liquid chromatography, and gas chromatography - mass spectrometry.1,8,10 
However, forensic toxicology analysis requires simpler and faster methods for the 
screening of chemical substances that aid in the elucidation of crimes10 for example, using 
attenuated total reflectance Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectroscopy11 or near 
infrared spectroscopy.12 
Electrochemical techniques are powerful and versatile analytical tools that offer high 
sensitivity, precision, with a large linear dynamic range and low-cost instrumentation. The 
development of more sensitive electrochemical techniques allows its application in the 
detection of chemical substances such as drugs, both in its crude form and added to 
biological samples.13 Voltammetric techniques are examples of electrochemical 
methodologies used in the identification and dosage of pharmaceutical compounds in 
various forms (tablets, capsules, injections, suspensions) as well as in biological samples.13-
23 
Voltammetric measurements are simple and easily performed.13 In this sense, the 
present report proposes a simple, low cost and high precision electrochemical method to 
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detect the presence of flunitrazepam in necrophagous larvae using differential pulse 
voltammetry (DPV). Voltammograms were submitted to multivariate classification analysis 
 linear discriminant analysis (LDA) and quadratic discriminant analysis (QDA)  aided by 
data dimensionality reduction algorithms: principal component analysis (PCA), successive 
projections algorithm (SPA) and genetic algorithm (GA). The proposed combination of 
voltammetry and chemometrics was evaluated in the identification of necrophagous larvae 
containing flunitrazepam. 
Several groups have applied fluorescence spectroscopy to identify spectral 
characteristics that correspond to the presence of target analytes in complex mixtures. The 
main focus of these approaches is to identify drug abuse such as flunitrazepam in fly larvae 
that have fed on a decomposing victim of a crime, the so-called "date rape", where it is 
possible to compare specimens with and without flunitrazepam through an analysis of their 
spectral profiles. In this context, the application of multivariate analysis is considered a 
powerful tool to improve classification or quantification analysis. For example, 
fluorescence excitation-emission matrix (EEM) has been used in oil samples to monitor the 
content of polycyclic aromatic compounds,24 developing a method to facilitate 
discrimination of diesel fuel with rebate tax from oil that is illegally processed by the 
sorption process25 using EEM fluorescence combined with parallel factor analysis 
(PARAFAC) to develop a quantitative method for analyzing simulated amphetamine-type 
illegal drug.26 Satisfactory results were found for the simultaneous determination of 
methamphetamine and 3,4-ethylenedioxymethamphetamine in the presence of the drug. 
This paper reports a method using DPV and fluorescence spectroscopy combined 
with multivariate analysis to discriminate control and flunitrazepam contamination in larvae 
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of necrophageus flies. EEM data classification was performed using unfolded LDA,27 
QDA27 and support vector machines (SVM).28 These methodologies were compared with 
three-way EEM data using 2D algorithms, including parallel factor analysis with linear 
discriminant analysis (PARAFAC-LDA)29 and two-dimensional linear discriminant 
analysis (2D-LDA).30 
 
Experimental 
Animals used in the experiment 
 The experiments were performed with 32 Wistar rats (Rattus norvegicus) having an 
average weight of 255 ± 30 g (Ethics Committee Approval Protocol 044/2013). The rats 
with age of 60 ± 5 days used at the beginning of the experiment from the vivarium of the 
Department of Biophysics and Pharmacology of the Federal University of Rio Grande do 
Norte were accommodate (4 animals/cage) in nursery cages with free access to water (or 
ethanol solutions) and food (Purina®, Labina). The rats were divided into four groups with 8 
rats each, where each group received different treatment: (1) ethanol  in which ethyl 
alcohol (Alcoolabor®, Segmenta) was used in increasing concentrations of 2% (3 days), 
4% (3 days), 6% (15 days) totaling a period of 21 days;31 (2) flunitrazepam  dosage of 2 
mg/kg orally;32 (3) conjugated (ethanol plus flunitrazepam)  ethyl alcohol (Alcoolabor®, 
Segmenta) was used in increasing concentrations of 2% (3 days), 4% (3 days), 6% (15 
days) totaling a period of 21 days31 and received doses of 2 mg/kg flunitrazepam orally;32 
(4) control - received only water ad libitum. After one hour of administration of 
flunitrazepam, the rats were euthanized by guillotine decapitation and each rat was placed 
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in individualized plastic bags. Animals belonging to the four treatments were transported 
separately. 
 In the field, the smell traps containing the rats were distributed on an 8 grid (grid 
distance of approximately 50 m and at 1.50 m high from the ground) along one of the trails 
in the 7th Combat Engineering Battalion (The Brazilian Army), an Atlantic forest area 
located in the city of Natal/Brazil. Each grid contained one rat of each treatment (control, 
ethanol, flunitrazepam, and conjugate) distant 5 m apart. Traps remained in the field for 
five consecutive days. On the third and fourth days, 10 immatures were collected (resulting 
from oviposition, prioritizing the largest larvae, representing the first generations that 
arrived in the carcass) of each trap. The larvae were placed in a glass vial containing 
glycerin and sent to the laboratory for identification and chemical analysis. 
 A set of 3 larvae was added to 2 mL of dimethylsulfoxide (DMSO), then triturated, 
homogenized and centrifuged. The supernatant solution was stored in a cryotube and then 
sent for analysis. Two groups were formed for classification, (1) control plus ethanol  
larvae collected in carcasses of the control and ethanol groups; (2) flunitrazepam  larvae 
collected on flunitrazepam and conjugate groups. In total, 40 samples (20 control and 20 
containing flunitrazepam) being directed to DPV and fluorescence EEM analysis. 
The analyzes were performed with larvae of Chrysomya megacephala, C. albiceps, 
Lucilia sp and Cochliomyia macellaria from the 3rd instar, with specimens of each species 
in both the control and flunitrazepam groups. 
 
Electrochemical analysis 
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Differential pulse voltammograms. All DPV measurements were performed by a portable 
bipotentiostat/galvanostat Stat 400 (DropSens, Spain), controlled by DropView software, 
and carried out in phosphate buffer 0.1 mol L-1 at pH = 7, from +1.0 V to 1.0 V, scan rate 
of 15 mV s-1, pulse time of 50 ms and pulse amplitude of 100 mV. The three-electrode 
system was composed by an Ag/AgCl reference electrode, a graphite lead as the auxiliary 
electrode, and a carbon nanotubes paste electrode as the working electrode. The following 
composition was used in the preparation of the working electrode: 55% w:w of multiwall 
carbon nanotubes (Sigma-Aldrich) and 45% w:w of mineral oil (Specsol). The electrode 
was assembled by compacting the carbon nanotubes paste at the tip of a 1 mL plastic 
syringe. The internal electric contact was made by a cleaned copper wire, which also acts as 
a plunger for paste extrusion. Renewal of the electrode surface was achieved by paste 
extrusion and smoothing onto a sulfite paper before each new measurement. All 
voltammograms were obtained in triplicate. 
 
Computational analysis. All voltammetric data was processed using MATLAB® R2014 
software (Mathworks, Natrick, USA) with PLS Toolbox version 7.9.3 (Eigenvector 
Research, Inc., Manson, USA). Raw voltammograms were pre-processed by cutting 
 and +0.9 V, and applying Savitzky Golay first derivative (window 15 
points). Dataset comprising 80 voltammograms was divided into training (n=52), validation 
(n=14) and test (n=14) sets using the Kennard-Stone (KS) sample selection algorithm.33 
The KS algorithm was applied separately to each class for extract a representative set of 
objects from a given class by maximizing the minimal Euclidean distance between the 
selected and the remaining objects. The training samples were used in the modeling 
procedure, whereas the test set was only used in the final evaluation of the classification. 
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The optimum number of variables for SPA LDA, SPA QDA, GA LDA, and GA QDA 
was based on the average risk G of LDA/QDA misclassification. Such a cost function is 
calculated in the validation set as: 
                                                                                                                 (1) 
where  is the number of validation samples, and  is defined as 
                                                                                              (2) 
where )(nI  is the index of the true class for the nth validation object nx , mI(n) the samples 
mean of their true class, and  the samples mean of the closest wrong class. 
Sensitivity (SENS, the confidence that a positive result for a sample of the label 
class is obtained), specificity (SPEC, the confidence that a negative result for a sample of 
non-label class is obtained), positive predictive value (PPV, measures the proportion of 
correctly assigned positive examples), negative predictive value (NPV, measures the 
proportion of correctly assigned negative examples), Youden's index (YOU, evaluates the 
classifier's ability to avoid failure), and the likelihood ratios LR+ (the ratio between the 
probability to predict an example as positive when it is truly positive, and the probability to 
predict an example as positive when it is actually not positive) and LR- (the ratio between 
the probabilities to predict an example as negative when it is actually positive, and the 
probability to predict an example as negative when it is truly negative) were calculated as 
important quality parameters in test evaluation. 
                     (3) 
83
                     (4) 
PPV = 
FPTP
TP                                                                                                                    (5) 
NPV = 
FNTN
TN
                                                                                                                 
(6) 
YOU = SENS  (1  SPEC)                                                                                                 (7) 
LR( ) = 
SPEC
SENS
1                                                                                                               
(8) 
LR( ) = 
SPEC
SENS1                                                                                                                (9) 
FN is defined as false negative, FP as false positive, TP as true positive and TN as 
true negative. SENS is defined as sensibility and SPEC as specificity.  
Fluorescence spectroscopy 
Emission Excitation Matrix. This procedure was performed for obtaining the individual 
EEM of control and contaminated with flunitrazepam classes. The sample spectra were 
acquired with an RF-5301 Shimadzu spectrofluorometer using a 0.5 mm quartz cuvette. 
The excitation and emission monochromator slit widths were fixed at 1.5 and 3 nm, 
respectively. The samples were added to a cuvette with a 100 µL micropipette. The cuvette 
was cleaned by ultra-pure water after each measurement. The temperature was kept at 25 
°C throughout the experiments. For larval extract samples, the spectral surfaces of 
emission/excitation were obtained in the excitation range from 280 to 390 nm (10 nm steps) 
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and in the emission range from 350 to 900 nm (1 nm steps). This protocol resulted in a data 
matrix size of 9 x 322 variables for each sample. 
Computational analysis. All EEM data was processed using MATLAB® R2014 software 
with PLS Toolbox version 7.9.3, EEMscat algorithm34 and lab-made routines. The data was 
firstly pre-processed by removing Rayleigh and Raman scatterings using EEMscat 
algorithm and then mean centered before chemometric analysis. 
The samples were divided into training (n=20), validation (n=10) and test (n=10) 
sets using the KS sample selection algorithm.33 The training set was composed of 10 
samples of class 1 (control) and 10 samples of class 2 (drugged with flunitrazepam); both 
validation and test sets had 5 samples of class 1 and 5 samples of class 2. For classification, 
the data were initially unfolded and the first-order classification algorithms were tested. 
The unfolded procedure reshaped each EEM matrix with the size of 9 x 322 to a vector of 
size 1 x 2898. LDA, QDA, and SVM were applied to the data after principal component 
analysis (PCA) reduction.35 PCA reduced the unfolded data to a few numbers of principal 
components (PCs), in which the scores on the selected PCs were used as input variables for 
classification. 
In addition, second-order classification algorithms were applied to the original EEM 
matrices using PARAFAC-LDA and 2D-LDA algorithms. PARAFAC-LDA is based on a 
PARAFAC36 decomposition of the three-way data of EEM matrices, followed by the 
application of LDA to the PARAFAC scores matrix. The PARAFAC decomposition is 
represented by29 
         (10) 
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in which  represents the three-way EEM matrices;  is the PARAFAC scores;  is the 
PARAFAC loadings representing the excitation direction;  is the PARAFAC loadings 
representing the emission direction;  is the residual tensor; and  represents the Khatri-
Rao product. 
The 2D-LDA algorithm is an adaptation of LDA to three-way data. The 
classification of a test sample is based on assigning its feature matrix  to the class  
with the smallest average distance:37 
       (11) 
in which  is the average distance between the test sample and the  training 
samples of class : 
       (12) 
where  is the Euclidian distance between  and the feature vector  of the 
samples in the training set. The feature vector  of each sample is calculated for a given 
data matrix  as: 
            (13) 
where  criterion; 
thus, maximizing the between-class over the within-class scatter matrices.37 
Statistical validation. The statistical validation of the models built was evaluated 
according to the accuracy, sensitivity and specificity parameters. The accuracy represents 
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the total number of samples correctly classified considering true and false negatives. This 
parameter is calculated as follows:38 
       (14) 
where TP stands for true positive; TN for true negative; FP for false positive; and FN for 
false negative. 
Results and Discussion 
Electrochemical analysis 
In total, 80 voltammograms were acquired. The average differential pulse 
voltammograms for each class in the range of  similar shape 
(control, black line; flunitrazepam, red line, Fig. 1a). Baseline correction was performed in 
the voltammograms by using a B-spline interpolation function after baseline points 
established by first derivative Savitzky-Golay smoothing filter with a first-order 
polynomial (3-points windows size). Fig. 1b shows the baseline-corrected voltammograms.  
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 Figure 1. Average DPV data for control (black) and flunitrazepam-contaminated (red) 
samples (a) before and (b) after baseline correction. Insert: voltammograms transformed by 
first-derivative. Arrows indicate the main differences in the mean voltammogram for each 
class. 
The voltammogram related to flunitrazepam-contaminated samples shows two 
important differences compared to the voltammogram of the control samples. First, a broad 
2 V, which could be attributed to a redox process 
of 7-aminoflunitrazepam,39 a pharmacologically active metabolite of flunitrazepam. The 
scan initiates at +1.0 V, promoting the oxidation of the amine group to hydroxylamine, 
which is back reduced to the amine, as described by Equation 15, and giving rise to peak 1 
(Fig. 1b).  
R  NH2 + H2O R  NHOH + 2H+ + 2e-      (15) 
The second difference is related to peak 2, composed of two redox processes 
partially overlapped in the voltammogram of control samples, related to the composition of 
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sample matrix. In the average voltammogram of samples contaminated with flunitrazepam, 
peak 2 appears with higher current intensity and peak potential, which could be due to the 
contribution of the reduction of 7-nitro group of non-metabolized flunitrazepam to 
hydroxylamine32 according to Equation 16.  
R  NO2 + 4e-- + 4H+ R  NHOH + H2O      (16) 
Insert of Fig. 1b shows the average voltammograms after Savitzky Golay first 
voltammogram of contaminated samples, confirming a third redox process related to the 
presence of flunitrazepam. It is important to point out that the best results of classification 
were obtained with voltammograms transformed by first derivative and potential window 
Consequently, in 
postmortem specimens, the drug metabolized over time to 7-aminoflunitrazepam makes it a 
critical analyte for this study. 
PCA was applied as an unsupervised exploratory method to visualize the 
distribution of the samples in the multidimensional space. Figure 2 presents the PCA scores 
plot. One can observe that approximately 98% of data variability was explained by two 
principal components (PC), and there is a substantial dispersion and overlapping of the 
control and flunitrazepam-contaminated samples. Following, the application of supervised 
algorithms of classification, more specifically LDA or QDA, was performed to build 
multivariate classification models. These were adopted systematically to discriminate 
control vs. contaminated samples based on DPV.  
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 Figure 2. Exploratory analysis with PCA: PC1xPC2 scores plot. 
 
Table 1 presents the figures of merit of the obtained classification models for each 
class. According to the results shown in Table 1 for control samples, it is possible to 
conclude that this class presents a more homogeneous composition measured by DPV, 
always reaching ideal scores by any of the evaluated methods. On the other hand, for 
flunitrazepam-contaminated class, the figures of merit obtained with QDA models were 
better than those obtained with the LDA ones. This could be related to the greater 
heterogeneity of such class due to the more complex process of assimilation and 
metabolization of flunitrazepam by larvae, which required a quadratic discriminant function 
to perform a better classification. For example, sensitivity values of QDA models were 
superior to that obtained with LDA, being 92.9%, 92.9%, and 100% for PCA-QDA, SPA-
QDA, and GA-QDA, respectively. Considering all figures of merit of Table 1, GA-QDA 
model presented the maximum efficiency for classification.  
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Table 1. Figures of merit of LDA and QDA classification models for each class. Sens: 
sensitivity; spec: specificity; ppv: positive predictive value; npv: negative predictive value; 
-): negative likelihood ratio. 
Algorithm Control Flunitrazepam Algorithm Control Flunitrazepam 
PCA LDA sens 100 sens 78.6 PCA-QDA sens 100 sens 92.9 
spec 100 spec 78.6 spec 100 spec 100 
ppv 100 ppv 78.6 ppv 100 ppv 100 
npv 100 npv 78.6 npv 100 npv 93.3 
you 100 you 57.1 you 100 you 92.9 
LR(+) 0.0 LR(+) 0.0 LR(+) 0.0 LR(+) 0.0 
LR(-) 0.0 LR(-) 0.3 LR(-) 0.0 LR(-) 0.1 
   
SPA-LDA sens 100 sens 85.7 SPA-QDA sens 100 sens 92.9 
spec 100 spec 85.7 spec 100 spec 100 
ppv 100 ppv 85.7 ppv 100 ppv 100 
npv 100 npv 85.7 npv 100 npv 93.3 
you 100 you 71.4 you 100 you 92.9 
LR(+) 0.0 LR(+) 0.0 LR(+) 0.0 LR(+) 0.0 
LR(-) 0.0 LR(-) 0.2 LR(-) 0.0 LR(-) 0.1 
   
GA-LDA sens 100 sens 78.6 GA-QDA sens 100 sens 100 
spec 100 spec 100 spec 100 spec 100 
ppv 100 ppv 100 ppv 100 ppv 100 
npv 100 npv 82.4 npv 100 npv 100 
you 100 you 78.6 you 100 you 100 
LR(+) 0.0 LR(+) 0.0 LR(+) 0.0 LR(+) 0.0 
LR(-) 0.0 LR(-) 0.2 LR(-) 0.0 LR(-) 0.0 
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The excellent discrimination power obtained for GA-QDA model is presented in 
Fig. 3. GA-QDA model employed 13 variables (Fig. 4). Four selected potentials seem to be 
of particular interest. Variables -0.02 V, +0.14 V, +0.28 V, and +0.30 V are located at peak 
1, and model the influence of the presence of the metabolite 7-aminoflunitrazepam in 
differentiating each class with success. The other nine variables are located at the baseline 
and model the change on background current regarding the presence of flunitrazepam and 
its metabolite.  
 
Figure 3. The Discriminant function calculated by GA QDA model for control (blue) 
versus flunitrazepam-contaminated (black) samples. 
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Figure 4. Average first-derivative voltammograms of each class (black: control; red: 
flunitrazepam) and the variables selected by GA-QDA (solid vertical lines) and SPA-QDA 
(dashed vertical lines). 
 
SPA-QDA model employed two variables (Fig. 4). Despite the lower classification 
efficiency offered by the SPA-QDA model, it can be considered that its results were 
satisfactory given the lower number of variables selected, which implies greater robustness 
when compared to GA-QDA. Examination of the selected potentials showed that the model 
used information associated to the presence of the drug detected by DPV in the 
contaminated samples. 
Fluorescence analysis 
Average EEM data for class 1 (control) and class 2 (larvae with flunitrazepam) are 
shown in Figure 5. As can be seen, a visual inspection cannot reveal significant differences 
between the two classes, since both profiles seem very similar. 
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 Figure 5. Average EEM data for control (a) and flunitrazepam-contaminated (b) samples. 
 A closer look into the excitation and emission profiles for each EEM can be seen in 
Figure 6. As demonstrated by Figure 6, both excitation and emission profiles for control 
and flunitrazepam contaminated samples are much superposed among the samples, where 
no clear separation can be observed. 
 
Figure 6. Excitation (a) and emission (b) profiles for control (blue) and flunitrazepam-
contaminated (red) samples. 
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 For an initial assessment, each EEM data matrix was unfolded into a vector and 
first-order classification algorithms were tested. LDA, QDA and SVM were applied to the 
PCA scores on the first 10 PCs (99.36% of cumulative variance). The results are shown in 
Table 2. 
Table 2. Figures of merit calculated using different classification methods applied to the 
PCA scores of unfolded EEM data. 
Classifier Accuracy (%) Sensitivity (%) Specificity (%) 
LDA 60.0 60.0 60.0 
QDA 50.0 20.0 80.0 
SVM 50.0 40.0 60.0 
 
Table 2 shows that first-order classification algorithms did not successfully 
discriminate the two classes. The best accuracy and sensitivity was found with LDA (60%) 
and the best specificity with QDA (80%). However, overall these values are unsatisfactory 
for entomotoxicology applications, since the gold method using HPLC reaches values 
above 90% sensitivity and specificity. New methodologies such as 2D-LDA are strongly 
able to achieve the efficiency of gold methodologies and require lower cost, less sample 
preparation and analysis time, and keeps the analytical accuracy at acceptable levels for 
expert requirements.  
Second-order classification algorithms were applied by means of PARAFAC-LDA 
and 2D-LDA. PARAFAC-LDA was built with 5 components, and 2D-LDA was built with 
2 factors. Their classification results are shown in Table 3.  
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Table 3. Figures of merit calculated using PARAFAC-LDA and 2D-LDA applied to the 
three-way EEM data. 
Classifier Accuracy (%) Sensitivity (%) Specificity (%) 
PARAFAC-LDA 50.0 40.0 60.0 
2D-LDA 100 100 100 
 
The overall classification performance of PARAFAC-LDA was very similar to that 
obtained using first-order algorithms (Table 2), in which poor discrimination between 
control and flunitrazepam-contaminated samples were observed. On the other hand, 2D-
LDA presented a perfect performance with classification rates equal to 100% for all figures 
of merit. The 2D-LDA DF plot is shown in Figure 3, where a perfect separation of the two 
classes is clearly observed. 
 
Figure 7. Discriminant function (DF) plot for factor 1 versus factor 2. 
2D-LDA has been reported as being superior to other classification methods such as 
PARAFAC in many chemical applications.37 Second-order classification algorithms seem 
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superior to their unfolded versions due to the loss of spatial distribution information during 
unfolding procedure.38 Therefore, the use of two-dimensional classification algorithms is 
the best option to analyze EEM data. 
Conclusions 
The results of this study show that differential pulse voltammetry combined with 
multivariate classification may be an alternative tool for the detection of flunitrazepan in 
necrophagous larvae. We report a fast, clean and low-cost method, which involves 
minimum samples preparation to classify the specimens. In this report, the resulting GA-
QDA model successfully detected flunitrazepam providing 100% accuracy and specificity. 
This method was completely validated, showing potential for use as an official 
methodology for entomological methods. EEM fluorescence spectroscopy with 2D-LDA 
was effective to differentiate control and larval extract drugged with flunitrazepam for an 
entomotoxicology application. Using this methodology, 100% accuracy, sensitivity and 
specificity were found for discriminating the two classes. It represents a fast, precise and 
low-cost method for forensic analysis of larval extract, having a minimum sample 
preparation and with a small amount of sample required for analysis. This study is 
restricted to a local level application due to the number of samples used in the experiment 
and the environmental conditions submitted to the insects. Future studies are needed for the 
purpose of increasing sample space aiming at a global model, and may enable the analysis 
of new drugs for forensic interest. 
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Capítulo 5 - Conclusão e perspectivas  
 Nesta tese, foi proposta a aplicação de técnicas espectroscópicas, eletroanalítica e 
multivariada para avaliar o desempenho de tratamento para reparo ósseo, classificação de 
idosos com sarcopenia e identificação de larvas de moscas contendo o fármaco 
flunitrazepam. 
 A espectroscopia NIR com algoritmos de classificação multivariada PCA-LDA, 
SPA-LDA e GA-LDA foram aplicadas em defeito crítico provocado em crânio de ratos 
para avaliar o desempenho dos tratamentos com colágeno e laser de baixa intensidade 
frente a um conjunto de crânio controle (Capítulo 2). O melhor desempenho foi obtido com 
o GA-LDA conseguindo classificar as classes e principalmente a classe controle das 
demais. Essa investigação indica que a espectroscopia NIR tem bom desempenho na 
discriminação de diferentes estímulos em crânio de ratos e pode oferecer potencial de 
diagnóstico não invasivo in vivo de defeito de osso craniano em um futuro próximo. 
 A espectroscopia ATR-FTIR foi aplicada juntamente às técnicas multivariadas 
PCA-LDA, SPA-LDA e GA-LDA para a classificação de plasmas sanguíneos de idosos 
saudáveis e com sarcopenia (Capítulo 3). Os resultados mostraram que a metodologia 
proposta tem potencial para classificar as amostras com valores de sensibilidade e 
especificidade superior a 60%. A metodologia proposta é rápida, não invasiva e possível de 
ser inserida em unidades de saúde básica. Também, elimina algumas etapas que podem ser 
influenciadas pela subjetividade do método de referências clínica, como as equações de 
Visvanathan e a equação Lee. Ainda, foi possível selecionar variáveis com os algoritmos 
SPA e GA que indicam a região de proteína como sendo o principal grupo bioquímico que 
difere as classes estudadas, indicando um caminho para a investigação de possíveis 
biomercadores para sarcopenia.  
 A fluorescência molecular e a voltametria de pulso diferencial foram aplicadas para 
identificar flunitrazepam em larva de mosca com o proposito de desenvolvimento de uma 
metodologia simples, rápida e de baixo custo (Capítulo 4). Por fluorescência foi avaliado o 
desempenho do algoritmo 2D-LDA frente aos tradicionais algoritmos utilizados para 
processar dados de segunda. O PARAFAC-LDA obteve taxa de acerto abaixo de 60% 
enquanto o 2D-LDA alcançou a taxa de acerto de 100%, se mostrando mais eficiente para 
esse conjunto de dados.  
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 Aplicando voltametria de pulso diferencial foi obtida a melhor classificação, 
utilizando a análise discriminante quadrático. O modelo GA-QDA resultante classificou 
com sucesso o flunitrazepam com base em 13 valores de potenciais e alcançou 100% de 
sensibilidade e especificidade. Os estudos descritos nos capítulos 4 dessa tese são grandes 
avanços na área da entomotoxicologia forense proporcionando métodos analíticos 
alternativos e com elevada taxa de acerto. Depois de validados, esses estudos podem ser 
inseridos na rotina da perícia de institutos de polícia científica podendo ser considerado um 
retorno à sociedade.  
 Os estudos propostos mostraram através de seus resultados a possibilidade de 
introdução da bioespectroscopia e métodos eletroanalíticos em conjunto com algoritmos de 
classificação multivariada como ferramenta para o estudo de sistemas biológicos 
complexos. Entretanto, é necessário expandir esses estudos, principalmente no sentido de 
ampliar o número de amostras analisadas e contemplar uma maior variabilidade dos dados, 
durante a etapa de validação. Ainda, as abordagens relatadas nesta tese podem ser 
extrapoladas para outros tipos de problemáticas envolvendo sistemas biológicos como: 
investigação de outros tipos de doenças, identificação de gênero e espécies de insetos, 
identificação de carga parasitária em hospedeiro e identificação de substâncias tóxicas em 
mamíferos e insetos. 
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